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Polarographische Untersuchungen iiber die Bindung 
von Schwermetallen an Proteine und Virusproteine. 
Von 
E. Pfankueh und K. Hagenguth. 

(Aus der Biologischen Reichsanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, 
Berlin-Dahlem. ) 

(Eingegangen am 16, April 1942.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Die oft gestellte Frage nach den Ursachen der Pathogenitat der 
Virusproteine ist heute in dieser allgemeinen Form noch nicht zu beant- 
worten. Uberblickt man die bisherigen Erklarungsversuche, so lassen 
sich im wesentlichen zwei Richtungen unterscheiden. Die erste Richtung 
sieht das zellfremde Virusmolekiil in den Stoffwechsel der befallenen 
Zelle eingreifen, entweder dadurch, daB es selbst als spezifisches Ferment 
mit noch unbekanntem Substrat wirkt, oder dadurch, daB es andere 
normale Fermente oder Wirkstoffe hemmt, férdert oder bindet. Die 
zweite Gruppe erblickt diesen Eingriff allein in der Synthese neuer 
Virusmolekiile, die der Zelle dauernd oder voriibergehend wichtige 
Bausteine entzieht oder wichtige Funktionen lahmlegt, waihrend das 
fertige Virusmolekiil auBer seiner autokatalytischen Vermehrung keine 
weiteren Eingriffe in den Stoffwechsel vorzunehmen braucht. Obwohl 
uns diese zweite Hypothese bereits vor Beginn der hier wiederzu- 
gebenden Versuche wahrscheinlicher erschien, glaubten wir doch 
einer gelegentlich anderer Untersuchungen aufgetauchten Vermutung 
experimentell nachgehen zu sollen, die noch zur ersten Richtung gehorte. 
Die Vermutung kniipfte an den Nucleinsiuregehalt der Virusproteine 
an, der sich durch eine starke Bindung von Schwermetallen an die 
Virusproteine hatte bemerkbar machen kénnen. Derartige Entioni- 
sierungen von Eisen z. B. sollten dann die Ursache der Schadigungen 
des Chlorophyllapparates sein, die bei pflanzlichen Viren die sichtbaren 
Symptome der Virusinfektion sind. Die zu erwartenden Eisenbindungen 
waren dabei von geringerer Festigkeit und von geringerem Ausma, als 
bei den von Fischer und Hultzsch (1) untersuchten Phosphorproteinen, 
so daB eine Versuchsmethodik erforderlich war, die bei physiologischen 
Aziditaten ohne Stérung der Adsorptionsverhaltnisse arbeitete. Die 
potentiometrische Methode war praktisch nur auf den Fall des Silbers 


beschrankt, dagegen erwies sich die Polarographie als einzige weitere 
Methode von leichter und allgemeiner Durchfiihrbarkeit. 
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E. Pfankuch u. K. Hagenguth: 


Versuchsmethodik. 


Apparatur. Wir benutzten einen Polarographen der Firma E. Leybolds 
Nachfolger. Die von Siebert und Langer (2) empfohlenen zylindrischen 
Kapillaren aus Thermometerglas (Schott u. Gen., Jena) erwiesen sich als 
recht brauchbar und wurden in einer Lange von 8 cm, 6mm Wandstarke 
und 70 uy Kapillarendurchmesser benutzt. Es ist zweckmaBig, zwischen 
die Kapillare und dem zum Niveaugefai® fiihrenden Gummischlauch einen 
Glashahn (Schenkellange 14 und 4em, lichte Weite 3 mm) einzuschalten, 

mit dem man jeweils nach de: 

Bestimmung die Quecksilbe: 

zufuhr zur Kapillare bequem 

sperren kann, ohne Gefahr zu 

laufen, daB bei zu tiefem Senken 

des NiveaugefaBes Wasser in die 

Kapillare eintritt. Es ist unerlas- 

lich, zur Verbindung mit dem 

NiveaugefaB von Zeit zu Zeit 

neuen Druckschlauch zu vei 

wenden, den man griindlich me- 

chanisch reinigt und dann etwa 

30 Minuten ausdaimpft. Die Ka- 

pillare mit einem Schliff auf das 

ElektrolysegefaB aufzusetzen, e1 

wies sich bei Verwendung der 

mame Quecks//ber Einspannvorrichtung von Ley- 

maa Grundlosung bolds Nachfolger als nicht er- 

[= ersuchs/osung forderlich, da der Abstand zwi- 

schen Anode und Kathode durch 

diese v6llig konstant gehalten 

Abb. 1. Versuchsanordnung zur Kupfer- werden konnte. Als eometrolyse- 
bestimmung. gefaB benutzten wir eines cet 

iiblichen Form mit AblaBhahn 

und Gaszutrittsrohr, da die Bestimmungen in N,-Atmosphare ausgefiilirt 
wurden, Bei der Untersuchung der Kupferlésungen erwies sich eine ge- 
trennte AuBenanode mdglichst groBer Oberflache als notwendig (Abb. 1) 

Das Anodenquecksilber ist mit Grundlésung (m/20 Kaliumsulfat) 
iiberschichtet, die beim Ansaugen den einen Schenkel des Hebers, wahrend 
die zu untersuchende Lésung den anderen Schenkel fiillt; werden die Fliissig- 
keitsoberflichen in beiden GefiBen auf gleiche Héhe gebracht, so tritt 
eine wesentliche Durechmischung beider Lésungen in dem Anoden- und 
Kathodengefa8 wahrend kurzer Untersuchungsdauer nicht ein, In allen 
Fallen wurden die zu polarographierenden Lésungen vorher 15 bis 20 Minuten 
lang mit Stickstoff durchstrémt, um die O,-Stufe méglichst auszuschalten. 
Apparatur und Lésungen standen in einem temperaturkonstanten Raum. 
so daB8 Temperaturkorrekturen der Stufenhéhen unnétig wurden. 


Darstellung der Proteine. 


Lactalbumin. In 250 com Magermilch werden 95 g festes Ammonium. 
sulfat durch allmahliche Zugabe unter Riihren gelést, 1 Stunde stehen 
gelassen und 25 Minuten zentrifugiert. Das Zentrifugat (etwa 220 ccm) 
wird nochmals mit 35 g Ammoniumsulfat in Portionen versetzt, 30 Minuten 
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Bindung von Schwermetallen an Proteine und Virusproteine. 


stehen gelassen und durch ein Faltenfilter filtriert. Der Niederschlag wird 
in wenig Wasser gelést und im Schnelldialysator nach Hagenguth (3) aus- 
dalysiert. Die Gehaltsbestimmung erfolgt nach dem Mikro-Kjeldahl-Ver- 
fahren von H. J. Fuchs (4), 

Lactglobulin nach A. H. Palmer (5). 575 cem Magermileh werden mit 
22cem n-Essigséiure versetzt (py etwa 4,6), um das Casein auszufallen, 
Der Niederschlag wird abzentrifugiert, verworfen und die Lésung mit 
n-Natronlauge wieder neutralisiert, wozu etwa 19c¢cem erforderlich sind. 
Auf je 100 cem Lésung werden nun 18 g wasserfreies Natriumsulfat hinzu- 
zegeben, der dabei entstehende Niederschlag wird in 0,5°,igem Kaliumsulfat 
gelést. Die Lésung wird aut 30° erwarmt, nochmals mit Natriumsulfat 
(18g je 100cem Lésung) ausgesalzen, warm filtriert. Der Niedersechlag 
wird in méglichst wenig Wasser gelést und in der Kaltekammer dialysiert. 

Ovalbumin, in Anlehnung an Sorensen und Héyrup (6). Das Eiweif 
eines frischen Hiihnereies, etwa 30 ccm, wird mit der gleichen Menge ge- 
sittigter Ammonsulfatlésung kurze Zeit geschlagen, mit etwas Toluol iiber 
Nacht bei 22° stehen gelassen. Von einem kleinen Rest nicht zusammen- 
gefallenen Schaumes wird am anderen Morgen abgegossen, das etwa 45 cem 
betragende klare rotgelbe Filtrat wird mit 2,7 cem gesattigter Ammon- 
sulfatl6sung bis zur beginnenden Triibung versetzt und dazu nach und nach 
12cem */; n-Schwefelséure gegeben. Dabei triibt sich die Lésung 
zundchst starker, dann wird sie wieder klarer und sechlieBlich flockt ein 
amorpher, voluminéser Niederschlag aus. Diese Fallung bleibt 4 Tage in 
der Kaltekammer stehen, wird abzentrifugiert und das Sediment dreimal 
mit ammonsulfathaltigem Wasser gewaschen. Zur Ermittlung der Zu- 
sammensetzung der Waschfliissigkeit benutzt man das Zentrifugat: eine 
Mischung von 10 ccm gesattigter Ammonsulfatlésung und 7 cem Wasser 
war geeignet, mit dieser blieb das Zentrifugat klar. Der gewaschene Nieder- 
schlag wird in etwa 20 cem Wasser gelést, iiber Nacht in der Kalte stehen 
gelassen, von denaturierten Anteilen durch Filtrieren befreit und nochmals 
bis zur vollstandigen Ausfallung mit gesattigter Ammonsulfatlésung ver- 
setzt. Nach !/,stiindigem Stehen wird zentrifugiert, das Sediment in etwa 
10 cem Wasser gelést, wie beschrieben dialysiert und der Gehalt im Mikro- 
Kjeldahl-Verfahren bestimmt. 

Serumalbumin und -globulin. Frisches, méglichst farbloses Pferdeserum 
wird auf das vierfache Volumen mit Wasser verdiinnt und mit dem gleichen 
Volumen gesattigter Ammonsulfatlésung gefallt (= 50° ige Sattigung), 
der Niederschlag von Serumglobulin nach dem Abzentrifugieren in Wasser 
gelést und bei 45° iger Sattigung mit Ammonsulfat nochmals gefallt. 
Die zweite Fallung wird in 0,05 mol. Citratpuffer vom py 6,5 auf- 
gelést (1). 

Die iiber dem ersten Niederschlag von Serumglobulin verbleibende 
Lésung wird mit Ammonsulfat weiter bis 75°, gesattigt, der Niederschlag 
abzentrifugiert und in Wasser gelést. Diese Lésung wird nochmals frak- 
tioniert bei '/,- und 3/,-Sattigung gefallt, der letzte Anteil von Serumalbumin 
in Citratpuffer wie oben gelést (II). 

I und II werden in der Kaltekammer gegen ebensolchen Puffer bis zur 
vollstandigen Entfernung des Ammonsulfats dialysiert und auf Stickstoff 
analysiert. 

Tabakmosaik- Virus. Darstellung nach E. Pfankuch und G, A. Kausche (7) 
TM-Virus a = altes, TM-Virus b = frisch dargestelltes Priparat. 


1* 











EK. Pfankuch u. K. Hagenguth: 


Mangan und Kupfer. 


Von den Versuchen mit Mangan und Kupfer sind einige in Tabelle | 
wiedergegeben worden. Eine Verminderung der Reduktionsstufe im 
Polarogramm nach Proteinzusatz war weder bei Mangan noch _ bei 
Kupfer zu beobachten, Beispiele fiir die Form der Polarogrammkurve: 
geben Abb. 2 und 8; eine Entionisierung durch die beiden Extreme 
Lactalbumin und Tabakmosaikvirus war also nicht nachweisbar, 
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Abb. 2. Mangansulfat m 1000. Abb. 3. Kupfersulfat m/1000 
Empfindlichkeit IT = 1100, If SO, If ohne, III mit Viruszusatz. Das 
Maximum wird durch das Protein unter- 

driickt, ohne Anderung der Stufenh 


es sei denn, dal die gebildeten Metall-Proteinkomplexe so labil waren 
daB sie bereits unter dem EinfluB des geringen Potentialgradiente: 
oder der an der Tropfkathode vorhandenen Inhomogenitat des elek 
trischen Feldes zerrissen wurden. Bei der ausgesprochenen Komp!ex 
fahigkeit des Kupfers war dieser Befund etwas iiberraschend, uns aber 
sehr willkommen fiir die Auswertung dieser und spaterer Polarogrammy 

Die Stufenhéke im Polarogramm ist gegeben durch die Form: 


1 


i 0.63-10-3-¢-n-F-D'2-m 4-t 

(i Diffusionsstromstirke in Amp.; ¢ Konzentration des red 
zierbaren [ons; ” Anzahl der aufgenommenen Elektronen: F Faraday 
Konstante; D Diffusionskonstante; m Tropfmenge, ¢ = Troptzeit 
der Kathode.) 

Es war nun zu befiirchten, da der Proteinzusatz zur Metallsalz- 
lésung Stérungen mit sich bringen wiirde, wie Erhéhung der Viskositat 
und Verminderung von J, Verringerung der Oberflachenspannune 
He HO durch Adsorptionsvorginge an der Kathode und damit Ande 
rungen von mund¢t. Alle diese Stérungen muBten sich aber, da ¢ konstant 
gehalten wurde, in einer Verringerung von ¢ auswitken und konnten 
so eine Verminderung der Metallionenkonzentration vortauschen. [ie 
in den obigen Versuchen festgestellte Tatsache, daB der Proteinzusat7 
die Stufenhéhe nicht verandert, kann also nur bedeuten, dais die Konzen 
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Bindung von Schwermetallen an Proteine und Virusproteine. 


Tabelle lL. 





Empfind- Stufenhoéhe 


Metall Protein Grundlosung lichkeit bie 


MnSoO, | 
0.001 mol Liter | 


> ) SO 6 
Lactalbumin 0,1 mg/ecm Q PBs “- J 
TM-Virus 0,1 mg/cesa ; . a 
MnsO, | oo K,SO, 1/00 
0,002mol/Liter} Lactalbumin 1 mg/cem 0,044 mol Liter 1/500 
CuSO, | Ki SO, 1/599 
0,002 mol Liter| Lactalbumin 0,5 mg/cem 0,046 mol/Liter 1 
CuSO, | K,SO, 
0,001 mol/Liter| TM-Virus 0,2 mg cem 0,046 mol/Liter 


TIC] | K,SO, 
0,001 mol Liter | 0,005 mol Liter 


tration des Schwermetallions unveraindert geblieben ist und auferdem 
die befiirchteten St6érungen praktisch belanglos geblieben sind; Ver- 
ringerungen der Stufenhéhe des Polarogramms, wie sie nun tatsachlich 
beim Eisen beobachtet wurden, konnten also mit einiger Sicherheit 
als Verringerung der Konzentration des Schwermetallions gedeutet 
werden. 

Eisen. 

Dem Eisen kam im Rahmen der vorliegenden Fragestellung be- 
sondere Bedeutung zu wegen seiner Beziehungen zur Chlorophyll- 
synthese, die erst kiirzlich erneut bestatigt wurden durch den Nachweis 
der bevorzugten Lokalisation des Zelleisens im Chloroplasten [Noack 
und Liebich (8)|. DaB andererseits auch das Tabakmosaik-Virus im 
Chloroplasten lokalisiert und dies vielleicht die unmittelbare Ursache 
fiir die sichtbaren Folgen der Virusinfektion, die Chiorophylidefekte, 
sein kann, ist bereits friiher festgestellt worden (9). 


Die Bedingungen der polarographischen Analyse muften beim 
Eisen etwas abgeandert werden, da die starke Hydrolyse der Eisensalze 
eine Bestimmung von Eisenionen in der Nahe des Neutralpunktes 
unmoéglich machte. Einen Ausweg bot die Komplexbindung des Eisens, 
und zwar wahiten wir den Citratkomplex, da sich gerade in pflanzlichen 
Zellsaften fast immer erhebliche Mengen Citronensiure oder anderer 
komplexbildender Oxysaiuren finden und die Versuchsbedingungen 
damit den physiologischen Verhaltnissen méglichst nahe kamen. Das 
Kisen wird dadurch zwar zum Bestandteil eines Anions, aber auch 
Anionen sind bekanntlich oft an der Tropfelektrode reduzierbar, so 
auch Ferricyvanid und entgegen den Angaben der Literatur (10) 
auch Ferrocyanid (Abb. 4). Die Reduktion des Ferricitrats verlauft 
deutlich zweistufig (Abb. 5), die des Ferrocitrats einstufig (Abb. 6). Da 





6 E. Pfankuch u. K. Hagenguth: 


die analytische Zusammensetzung der kristallisierten Eisencitrat: 
nicht sehr sicher ist, wurde der Komplex durch Zugabe von Eisenionen 
| zu einem Citratpuffer erzeugt, de: 
auch gleichzeitig als polarogra 
phische Grundlésung diente. 


aa 


| 
1 
| | 
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Abb. 4. Obere Kurve: Kaliumferrocyanid. Abb. 5. Ferricitrat-Komplex, m/500 in 
untere Kurve: Kaliumferricyanid, beide m 20 Citrat puffer. 
m/1000 in m/20 Kaliumsulfat. 
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Abb. 6. Ferrocitrat-Komplex, m 500 in m/20 Citratpuffer . 
Stuf 


Versuchsbedingungen. 1. Natriumecitratpuffer 0,0525 mol. vom py 6.5 anZzt 
52,5cem m/10 sek, Na-Citrat (10,5 g Citronenséure’ krist. + 100 ccm 
n/l Natronlauge. auf 100 ccm auffiillen) werden mit 47,5 cem n/10 Natron 
lauge versetzt. II. Eisenstammlésung 0,02 mol.: 482 mg. Ferriammon des 
sulfat krist. z. Anal. lésen in 100 cem Citratpuffer I. Der Versuch- eigel 
ansatz im ElektrolysengefaB setzte sich zusammen aus so d: 


16,3 cem Citratpuffer I ; aus 
2,0 ,,. Eisenstammloésung II [ Pol 
= ais > as Ss - * 
1,7... H,O bzw. Proteinlésung heiB 


20,0 eem gute 


In den Fallen, in denen die Proteinlésung zu verdiinnt oder das | fisck 
Protein in salzfreiem Wasser unléslich war, wurde es in Citratpuffer | meh 
gelést und im obigen Normalansatz die Puffermenge entsprechend ve mS shes 
mindert. [Im Versuchsansatz war also die Citratkonzentration 0,046 mola: 
und die Eisenkonzentration 0,002 mol. Die Proteinmenge betrug stets 
20 mg, also 1 mg/cem. a tz) 


ich 











Bindung von Schwermetallen an Proteine und Virusproteine. 


Tabelle Il. Stufenhéhe des Normalansatzes ohne Protein 66mm. 

Die gebundene Eisenmenge ist angegeben in Spalte a als mg Eisen je Ansatz, 

bin % der Gesamt-Eisenmenge (2,23 mg), ¢ in Gew.-°, des angewandten 
Proteins. 





. ai Eisen gebunden 
Empfind- ER TNR RNY IT ins ser 
lichkeit Stufenhdhe " 


Protein 


Lactalbumin 
Lactoglobulin 
Ovalbumin 
Serumalbumin 
Serumglobulin 
TM-Virus a 
TM-Virus b 


16 
24 
24,5 
29 
32 
65 


37 


Tabelle III. 





Iso- haba Spexifische Oberfliche 
elektrischer | yerhiltnis 


Punkt, PH ba 


Eisen- 


y side deeberioki ; 
folekulargewich bindung 


Protein Ree 
Rotations- ,.,; 
ellipsoid 2¥inder 
131 
108 101 
4,55 100 100 100 
4,80 93 &9 89 
150000 5,1—6,0 ; 79 76 82 
etwa 20 000 000 3,5 ), 17 16 48 
20 000 000 3,5 10,0 17 16 69 


17 500 131 
38 000 
40 500 
68 000 


5,12 3,64 121 


5,20 


Lactalbumin . 
Lactoglobulin 
Ovalbumin 
Serumalbumin 
Serumglobulin | 
TM-Virus a.. 
TM-Virus b.. a 


5,0 110 
3,84 


Der Diffusionsstrom des Ferrikomplexes wird durch einen Protein- 
zusatz verkleinert. zum Teil um sehr erhebliche Betrage (Tabelle IL). 
Das AusmaB der Verkleinerung ist fiir das Protein, ja sogar fiir das 
jeweilige Praparat charakteristisch. Die beim Mangan und Kupfer 
besprochenen Erfahrungen haben uns darin bestairkt, als Ursache der 
Stufenverkleinerung eine Bindung des Eisenkomplexes an das Protein 
anzunehmen. 


Die GréBe der Eisenbindung ist nicht abhangig von der Ladung 
des Proteins (vgl. Tabelle IIL) oder von seiner Albumin- oder Globulin- 
eigenschaft, sie ist dagegen abhangig vom Molekulargewicht des Proteins, 
so daB héhermolekulare Proteine weniger Eisen binden. Wir haben daher 
aus Molekulargewicht [Svedberg (11)] und Achsenverhaltnis des Molekiils 
[Polson (12)| die spezifischen Oberflichen der Proteine berechnet, das 
heiBt also die Oberflache je Gewichtseinheit. Die Tabelle IIL zeigt die 
gute zahlenmaBige Ubereinstimmung der Eisenbindung mit der spezi- 
fischen Oberflache, mit der einen Ausnahme des TM-Virus, das relativ 
mehr Eisen bindet als seiner Oberfliche entspricht, gewichtsmabig 
aber immer noch weniger als die niedermolekularen Proteine; hier mag 
ich wohl der Nucleinséuregehalt des Virus auswirken, der eine zue 
4 tzliche Eisenbindung verursacht. 

















E. Pfankuch u. K. Hagenguth: 


Wenn also unsere Deutung der polarographischen Ergebnisse 
richtig ist, so erfolgt diese Bindung im wesentlichen nur an der Ober- 
flache der EiweiBmolekiile. Der noch vorhandene Gang in der Differenz 
zwischen berechneter und gemessener Eisenbindung ist nicht weiter 
auffallig, da die Berechnung einer Proteinoberfliche eine theoretisch 
wenig gesicherte und stark schematisierte Angelegenheit ist; vielleicht 
ist dieser Gang auch nur eine Folge nicht idealer Versuchsbedingungen. 
da das gebundene Eisen nicht klein bleibt gegeniiber dem freien Eisen. 
Die gebundenen Mengen sind im Gegenteil sehr bedeutend, sowoh! 
relativ bis zu 76°, des vorhandenen Eisens als auch absolut 

bis zu 85°, des Proteins. Das entspricht einer Adsorption von 
27 Molekeln Fe je Molekel Lactalbumin bis zu 20000 Molekeln Fe je 
Molekel TM-Virus b. Nach Umrechnung auf die vorhandene, idealisierte 
Proteinoberfliche stehen fiir eine Molekel Fe zur Verfiigung beim 
Lactalbumin 160 A2, beim TM-Virus b 35 A2. Angesichts dieser hohen 
Zahlen ist es verstandlich, daB Zweifel an der Richtigkeit der Deutung 
der Polarogramme aufkommen kénnen und da erst umfangreichere 
Versuchsreihen mit verschiedenen Fe- und Proteinkonzentrationen 
endgiiltige Sicherheit bringen werden. 

Fiir unsere Fragestellung war das Ergebnis eindeutig genug: 
Das TM-Virus verhalt sich keineswegs ausschlaggebend anders als 
die normalen Proteine; falls eine EKisenbindung in Frage kommt, ist 
sie infolge des hohen Molekulargewichts geringer als bei den normalen 
Proteinen, 

Erwahnenswert ist noch ein Versuch mit dem Ferrokomplex. 
Die Eisenbindung betragt hier bei sonst gleichen Versuchsbedingungen 
nur etwa 70° von der des Ferrikomplexes. 

Ferrocitrat 0,002 mol. Stufenhéhe 44mm; nach Zusatz von Ovalbumin 
(Il mg/eem) nur 24mm. Empfindlichkeit in beiden Fallen '/,,. 

Einige Versuche iiber die Bindung von Eisenionen durch TM-Virus 
wurden auch nach der Methode von Fischer und Hultzsch (1) durch- 
gefiihrt, also bei sehr hohen Aziditaten nach Saurefallung oder Hitze- 
koagulation des Proteins. Das TM-Virus reagiert dabei ebenfalls nur 
so, wie es fiir ein Nucleoprotein zu erwarten war. In 2 3 normaler 


Salzsiure nahmen 75mg Virus 96y Ferrieisen auf, also 0,17 mol 


Fe ‘mol. P, also ebensoviel wie die Hefenucleinsiure in den Versuchen 
von Fischer und Hultzsch, die auch nur 0,12 mol. Fe/mol. P aufnahm, 
wahrend die bekannten Phosphoproteine unter diesen Bedingungen 
simtlich rund !/, mol. Fe ‘mol. P banden. Bei px 0,5 banden die 75 mg 
Virus 137 y Fe, bei pu 1,7 bereits 291 y Fe (etwa 0,4°%, des Proteins) 
Diese fiir das TM-Virus mit 0,5°% P gefundenen Zahlen sind bei beiden 
pu-Werten fast identisch mit den von Fischer und Hultzsch fiir das 
Phosphoprotein Casein mit etwa 0,7°, P gefundenen Zahlen. 





Bindung von Schwermetallen an Proteine und Virusproteine. 


Silber. 


Die Bindung von Silberionen an TM-Virus wurde potentiometrisch 
untersucht, unter denselben Bedingungen wie bei den Versuchen von 
Kuhn und Desnuelle (13) mit dem gelben Ferment. Die Abb. 7 zeigt, 
daB die Silberbindung beim Virus erheblich héher ist als beim Flavin- 
ferment und dessen Protein, wahrscheinlich infolge des bedeutend 
héheren Phosphor- und Nucleotidgehalts (0,5 gegen 0,05°, P). Bei 
der héchsten angewandten Silberkonzentration (0,9 - 10-3 mol. Liter) 
betrug die Silberbindung etwa 2 °,, vom Gewicht des Virus oder 3300 Ag- 
Ionen je Virusmolekiil. 


Diese Werte sind nun aus zwei Griinden von Belang. .Einmal 


bewegen sie sich in derselben Gr6Benordnung wie die Bindune des 
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Abb. 7. Bindung von Silberionen an Flavinferment ( ) und TM-Virus (——) 
Abszisse urspriingliche Silberkonzentration, Ordinate gebundenes Silber, 


Komplexeisens an TM-Virus (s. 8.8 und Tabelle [L) und stellen da- 
her eine erneute Stiitze dar fiir die Deutung der Polarogramme als 
Bindung der komplexen Anionen an das Protein. Andererseits zeigt 
aber der Vergleich des TM-Virus mit dem Flavinferment und den 
Phosphoproteinen, daB die Bindung der nicht komplexen Metallionen 
Silber und Eisen ersichtlich nicht vom Molekulargewicht abhangig 
und daher auch keine Oberflachenreaktion ist. Die Ursache fiir dieses 
unterschiedliche Verhalten ist wohl nicht in der Ladung, sondern in den 
GroBenunterschieden der Ionen zu suchen. 


Das TM-Virus war fiir diesen Versuch durch Dialyse und Elektro- 
dialyse besonders gereinigt worden. Im Versuchsansatz von stets 11 cem 
waren enthalten 16,5 mg Virus und die in Abb. 7 auf der Abszisse abzu- 
lesende Silberkonzentration als Silbernitrat. Die Verminderung der Ag - 
Konzentration durch den Viruszusatz wurde gemessen durch die Potential- 
differenz einer Silberelektrode im Versuchsansatz gegeniiber einer zweiten 
Silberelektrode, die in reiner AgNO,-Lésung bekannter Konzentration 
stand. Die Potentialmessung erfolgte nach Kompensation mit einem 
Roéhrenvoltmeter als Nullinstrument. 
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Mikrobestimmung der Essigsiiure 
in organischen Fliissigkeiten. 
Von 
P. Caselli und E. Ciaranfi. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Universitat Neapel.) 
(Eingegangen am 17. Mérz 1942.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die Essigsiure ist eine Substanz, die sich bei zahlreichen bio- 
chemischen Reaktionen bildet, und daher ist es oft nétig, ihren Gehalt 
in Fliissigkeiten in sehr schwacher Konzentration und in Gegenwart 
anderer organischer Stoffe festzustellen; eine solche analytische Frage 


ist nicht leicht zu lésen, denn wahrend die Bestimmung der Essigsaure in 
relativ hohen Konzentrat‘onen keine besonderen Schwierigkeiten bietet, 
ist sie dagegen in sehr verdiinnten Lésungen sehr schwer. Eine Mikro- 
bestimmung der Essigséure kann jedoch titrimetrisch erfolgen nach 
Koreman, oder nach der Methode von Mugdan und Wimmer, die in 
einer Oxydation der Essigsiure zu Oxalsaure durch CuO besteht, oder 
nach Dulian durch trockene Destillation des Ca-Acetats, wobei dasselbe 
in Kohlenséure und Aceton zerfallt. Solche Methoden sind jedoch nur 
anwendbar, falls sich die Essigsiure in reinen Lésungen befindet, weil 
die Gegenwart anderer organischer Sauren in der Lésung nicht nur die 
Acidimetrie, sondern auch die Bestimmung der Essigséure nach ihrer 
Transformation in Oxalséiure oder in Aceton unméglich macht, denn 
die gesattigten Fettsiuren machen unter diesen Verhaltnissen gleich- 
artige Umbildungen durch und verfalschen die Bestimmung der Essig- 
siure. Deswegen ist es im allgemeinen nicht médglich, die Essigsaure 
in Mischungen mit anderen organischen Substanzen in kleinen Mengen 
zu bestimmen, nicht einmal indem man vorher die Essigsaure destilliert, 
denn durch diesen ProzefS verdampfen auch viele fliichtige Sub- 
stanzen, welche die Essigséurebestimmung stéren; auBerdem geht 
bei einfacher und auch Wasserdampfdestillation die Essigsaure nicht 
quantitativ in das Destillat iiber, sondern man muB8 unter vermindertem 
Druck 2 Stunden lang im Wasserdampfstrom (Welde), oder auch unter 
vermindertem Druck in Phosphorsaéureanwesenheit destillieren, wobei 
man ein Filter einfiihrt, um die Dampfe der letzteren zuriickzuhalten 
(Janke und Kropacsy). In beiden Fallen ist die Menge des Destillats 
sehr erheblich, was nicht vorteilhaft ist, wenn von der zu bestimmenden 
Essigsiure in der Lésung nur wenig enthalten ist. Deswegen kénnte 
ein einfaches Verfahren, welches die Mikrobestimmung der Essigsaure 
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in den organischen Fliissigkeiten méglich macht, fiir die physiologische 
und pathologische Chemie sehr niitzlich sein. 

In dieser Arbeit bezwecken wir: erstens eine Methode zu finden, 
die es erméglicht, die Essigsaure quantitativ und schnell von einer 
Mischung organischer Stoffe zu trennen, und die gleichzeitig angibt, 
welche Substanzen und in welchem Prozentsatz in dem Destillat 
auftreten. Zweitens, die Stoffe, welche mit der Essigsiure zusammen 
iiberdestillieren, zu entfernen und zu zerstéren oder, wenn das nicht 
moéglich ist, ein Verfahren zu finden, das die Bestimmung der Essigsdure 
in Anwesenheit solcher Stoffe erlaubt. 

Gliederung des Arbeitsplanes: 

[. Destillation der Essigsaure als Methylester. 

Sauren, welche mit der Essigsiure zusammen als Methylester 

iiberdestillierem. 

Sauren, welche iiberdestillieren, die aber leicht zu entfernen sind. 

Verfahren, das die Bestimmung der Essigsiure in Gegenwart 

anderer Saiuren erméglicht, die als Methylester iiberdestillieren. 

Oxydimetrische Mikromethode zur Bestimmung der Essigsiéure. 

Verhalten der verschiedenen Sauren, die als Methylester destillieren, 

gegentiber Oxydation durch Chromschwefelsaure. 

Verfahren fiir die Bestimmung der Essigsiure in organischen 

Fliissigkeiten. 

I. 

In der Einfiihrung dieser Arbeit haben wir auf die Unzulanglich- 

keiten der verschiedenen Destillationsmethoden hingewiesen. Um eine 


quantitative Ausbeute zu geben, muf sehr lange destilliert werden, 


wobei man eine groBe Destillatmenge und daher eine sehr verdtinnte 
Essigsiurelésung erhalt. Dies ist vor allem darauf zuriickzufiihren, dali 
der Siedepunkt der Essigsaure (118°) héher ist als der des Losungsmittels, 
von dem man sie trennen will. Wir dachten diese Schwierigkeit durch 
Destillation der Essigséure nicht als solcher, sondern als Methylester zu 
iiberwinden mit dem Vorteil, als Lésungsmittel Methylalkohol anwenden 
zu kénnen, dessen Siedepunkt (65°) hoher ist als derjenige der abzu- 
trennenden Substanz (Methylacetat s. p.57°). Da die Veresterung der 
Essigsiure sehr schnell erfolgt, bietet diese Methode den Vorteil einer 
kurzen Destillationszeit. 

Das Prinzip der Methode ist folgendes: die Essigsaure wird quanti- 
tativ in ihren Methylester verwandelt, welcher in eine Alkalilésung tiber- 
destilliert, in der er verseift wird; verdampft man den Alkohol, so 
erhalt man eine reine Lésung von Na-Acetat. 

Apparat. Gewodhnlicher Mikro-Kjeldahl, ganz aus Glas, 100-cem 
Kolben mit geschliffenem Hals. 
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Erforderliche Lésungen. 1. Bidestilliertes Methanol. 2. Konz. Schwetel- 
siure. 3. 1l0°,ige Natronlauge. 4. 12°,ige Schwefelsaure. 


Ausfiihrung. Man gieBt eine abgemessene Menge der Essigsaurelésung, 
durch Natronlauge schwach alkalisch gemacht, in den Destillationskolben, 
tut zwei kleine Glaskugeln hinein und taucht den Kolben in ein Wasserbad, 
welches eine konzentrierte kochende Ca(Cl,-Lésung enthalt, wobei man in 
den Kolben eine rechtwinkelige, mit einer Wasserstrahlpumpe verbundene 
Glasréhre eintiihrt, deren unteres Ende etwa 2em von der Oberflache det 
Fliissigkeit entfernt bleibt. Auf diese Weise wird der Inhalt des Kolbens 
schnell ausgetrocknet. [st der Riickstand gut getrocknet, nimmt man den 
Kolben aus dem Wasserbad, laBt ihn erkalten und gieBbt darauf 15 cem 
Methanol und darauffolgend 3 cem konz. Schwefelsaure lings der Wande 
hinein; man verbindet den Kolben mit der Vorlage, nachdem man vorher 
den Schliff mit Schwefelsiure befeuchtet hat, bewegt ihn, um die Lésung 
zu mischen, und destilliert 10 Minuten lang auf kleiner, direkter Flamme, 
wobei das Destillat in 5 cem destilliertem Wasser, das mit 0,5 cem 10°, iger 
NaOH versetzt wurde, aufgenommen wird. Ist die Desiillation beendigt, 
wascht man das Ende des Destillationsrohres mit etwas destilliertem Wasser 
ab, vereinigt dieses mit dem Destillat und laBt die Lésung eine halbe Stunde 
bei Zimmertemperatur stehen; dann vermindert man die Alkalitat durch 
12°,ige Schwefelsaure bis zu leichter Alkalitat gegen neutrales Lackmus 
papier. Nach Verdampfen des Destillats erhalt man einen Riickstand von 
Na-Acetat. Unter den angegebenen Bedingungen ist die Ausbeute det 
Destillation fast qu@ntitativ. 


Wird die Essigsaure in der Stammlésung und im Destillat mit der 
im Abschnitt V beschriebenen oxydimetrischen Methode bestimmt, so 
erhalt man die in der Tabelle L aufgezeichneten Ergebnisse. 


Tabelle L. 





mg Essigsiiure 9 mg Essigséure 

— : nter- Fehler :; nter- | Fehler 
in der im schied in der im schied 

Stammlésung Destillat Yo Stammldsung _Destillat 


30.0 29,0 1,0 3,é 1.80 1.80 0.00 
29,6 29,0 0,6 1,80 1,76 0.04 
22.3 29: 0,0 1,76 1,70 0,06 
14,5 i - 0,2 1,4 1.16 1,20 + 0.04 
aoe +025 + 3,4 1,08 1,08 0.00 
5,24 5,1! 0,05 — 0,95 0,68 0.71 L 0,03 
5,18 f -0,01 + 0,19 0,48 0,52 0.04 
2,72 2,68 0,03 1] 0,34 0,33 0,01 





Wie ersichtlich, ist der prozentuale Fehler bei 16 Bestimmungen, 
abgesehen von einem Fall, geringer als 4,3°%. Durch dieses Verfahren 


kann man also die Essigsiiure von ihrer wasserigen Lésung fast quanti- 


tativ trennen, mit dem Vorteil gegeniiber den Wasserdampfdestillations- 
methoden, eine sehr geringe Menge von Destillat in relativer kurzer 
Zeit zu erhalten. 
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Die Bichromat reduzierenden Stoffe, welche man nach EnteiweiBung 
und Fallung der Kohlenhydrate in einer organischen Fliissigkeit finden 
kann, sind hauptsachlich Aminoséuren, organische Basen, Harnstoff, 
Ammoniak, Alkohole, Aceton, Aldehyde, gesittigte und ungesattigte 
Fettsaiuren der Ameisen- und der Oxalsiurereihe und ihre Oxy- und 
Ketoderivate, Purinkérper usw. Jedoch findet man nach Fallung mit 
CuSO, und Ca(OH), nicht alle der obengenannten Stoffe wieder, weil 
verschiedene von ihnen als Ca- oder Cu-Saize unléslich sind. Beim 
Destillationsverfahren, welches im Abschnitt I beschrieben ist, scheiden 
von selbst viele Substanzen aus, welche die oxydimetrische Essigsaure- 
bestimmung st6ren kénnten. Wahrend des Trocknens unter dem Luft- 
strom zersetzt sich die Acetessigsiure in Kohlensaéure und <Aceton, 
fliichtige Alkohole und Aldehyde, Aceton und Ammoniak verfliichtigen 
sich vollstandig. Bei der darauffolgenden Veresterung und Destilla- 
tion bleibt nun nur die Méglichkeit, daB organische Sauren (Fettsauren 
der Ameisen- und der Oxalséurereihe und ihre Oxy- und Ketoderivate, 
aromatische Sauren) zusammen mit dem Methylacetat iiberdestillieren ; 
dies wird hauptsachlich fiir die der Essigsiéure nabestehenden Glieder 
der Ameisensaurereihe zutreffen, deren Siedepunkt als Methylester 
nicht weit von dem des Methylacetats entfernt ist. In der Tabelle LI 
sind die Substanzen verzeichnet, welche unter unseren Versuchsbedin- 
gungen als Methylester destillieren. 


Tabelle II. 





Es destillieren iiber 


Es destillieren iiber 
0°. of 
/0 (oO 


Sduren Sduren 


Ameisensaure .... 20 Benzoesaure 
Essigsiure 
Propionséure .... 
Butterséure ..... Zersetzen sich unter 
Valeriansaure ... : Cystein | __.. Freiwerden von 
Capronsaure : Cystin | | H,S, welches wie 
Heptylsaure CH,SH destilliert 
Glykolsaure 





Die Tabelle IL zeigt, daB die gesittigten Fettsiuren der Ameisen- 
sdurereihe neben der Essigsiure als Ester in einem Prozentsatz iiber- 
gehen, welcher mit dem Zunehmen des Siedepunktes ihrer Methylester 
abnimmt, mit Ausnahme der Ameisensdure, die wegen ihrer leichten 
Zersetzbarkeit zum Teil durch Schwefelsiure zerstért wird. Dabei ist 
zu beachten, daB Cystein und Cystin sich unter H,S-Bildung zersetzen 
und als Methylmercaptan destillieren. 
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Cystein, Cystin und Ameisenséure kénnen durch Kochen nach 
Zusatz von Mercurisulfat und Schwefelsdure leicht entfernt werden. 
Unter diesen Umstanden werden die zwei Thioaminosauren gefalit, 
wahrend die Ameisensaure vollkommen zerstért wird. Man _ geht 
folgendermaben vor: 10 ccm der Sauremischung gieBt man in einen 
50-cem-Kjeldahl-Kolben mit geschliffenem Hals, welcher 0,3 g Mereuri- 
sulfat und 0,3 ecem konz. Schwefelsiure enthalt. Man verbindet den 
Kolben mit einem RiickfluBkiihler und kocht 1 Stunde lang; dann labt 
man ihn erkalten, wascht den Kiihler quantitativ mit destilliertem 
Wasser in den Kolben. Nach Alkalisierung durch Natronlauge filtriert 
man durch Papier, dann was‘ht man den Filter mit 1° iger Natron- 
lauge und trocknet dann das Filtrat in einem Kjeldahl-Kolben, wie es 
in Abschnitt I angegeben ist. Auf diese Weise werden Cystein, Cystin 
und Ameisensaure entfernt, wahrend die Essigsiure unverandert bleibt. 
Ist in der Lésung Acetaldehyd vorhanden gibt er den von Denigés 
studierten unldslichex Komolex, welcher wabhrend der Filtration abge- 
trennt wird. 


Mit dem in Abschnitt ILI angegebenen Verfahren kann man jedoch 
nicht Propionsaure, Buttersdure, Valeriansiure, Capronsaure, Hepty!- 


siure, Glykolsiure und Benzoesiure entfernen, einige von diesen 
Stoffen kénnen in erheblicher Menge in das Destillat mit hinein- 
gelangen. Deswegen ist es notwendig, ein Mittel zu finden, welches 
die Essigsiurebestimmung in Mischungen dieser Substanzen erlaubt. 
In der Literatur sind Methoden vorhanden, wie die Methode von 
Duclaux (1900) und deren Modifikationen (Kdelstein und Csonka, 
1912; Dyer, 1916; Wolf und Telfer, 1917; Virtanen und Pulkki, 1928), 
welche die Bestimmung der einzelnen Sauren einer Mischung von ver- 
schiedenen fliichtigen Fettséuren erlauben, aber diese Methoden sind 
fiir verhaltnismaBig groBe Mengen dieser Stoffe ausgearbeitet und 
demnach nicht in unserem Fall anwendbar, wo die Mischung nicht nur 
fliichtige Substanzen enthalt und die Essigséure in Anwesenheit von 
sieben anderen Sauren, noch dazu in der GréBenordnung von mg und 
einigen Zehnteln mg, bestimmt werden soll. Wir dachten, daB diese 
Frage zu lésen ware, indem man die verschiedenen Widerstande dieser 
Saéuren gegen die Oxydation durch Chromschwefeiséure ausniitzen 
kénnte. Wie bekannt, ist die Essigsiure unter den einbasischen Fett- 
siuren die widerstandsfahigste gegen die Oxydation durch Chrom- 
schwefelséure, so daB sie bis zu gewissen Grenzen vollstandig dieser 
Art Oxydation standhalt, wahrend die anderen Substanzen, die in 
Frage kommen, mehr oder weniger angegriffen werden. Die Essigsaure 
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verbrennt dagegen vollstindig, wenn man eine Mischung von Schwefel- 
saure und Silberbichromat gebraucht (S/mon). Wendet man also eine 
solche Mischung an, so hat man die Méglichkeit, oxydimetrisch nicht 
nur die Essigséure, sondern alle Stoffe zu bestimmen, welche die Fett- 
siuremischung bilden. Durch eine Mischung von Schwefelséure und 
Kaliumbichromat in geeigneter Konzentration wird die Essigsaure nicht 
angegriffen, wahrend die anderen Stoffe mehr oder weniger oxydiert 
werden; sind die Oxydationsprozentsatze der letzteren bekannt, muti 
es also méglich sein, die Essigsiure in der Fettsiuremischung durch 
Differenz zu bestimmen. Dazu ist es nétig, 


Mikromethode auszuarbeiten, welche erlaubt, die Essigsiure zu_be- 


erstens eine oxydimetrische 


stimmen, und zweitens die Oxydationskurven der verschiedenen Sauren 
zu studieren, die in der Mischung nach Veresterung und Destillation 
vorhanden sein kénnen. 


Die Silberbichromat-Schwefelsiuremischung ist von Cordebard und 
Michi fiir die quantitative Analyse der Essigsiure benutzt worden 


Da das Silberbichromat unbestindig ist, raten die Verfasser, eine 
titrierte Lésung von Kaliumbichromat zu gebrauchen, welecher man im 
Augenblicke der Anwendung festes Silbernitrat hinzufiigt. Nach dem 
Kochen wird das Bichromat mit einer n/10 Lésung von Eisen(ferro)sulfat 
titriert und das Ende der Titration mit Kaliumferricyanid durch Tiipte! 
analyse festgestellt. Es ist notwendig, erst das Silber niederzuschlagen, um 
dadureh die Bildung von Silberferricyanid zu vermeiden, dessen orang: 
Farbung den Augenblick des Farbwechsels zu erfassen verhindert. Mit 
dieser Methode haben die Verfasser mit gutem Erfolge Essigsaurebestim 
mungen durchgefiihrt, aber das Verfahren ist nicht sehr empfindlich wid 
daher nur als Makromethode zu gebrauchen; auch ist die Tiipfelanalyse 
fir eine Mikromethode nicht geeignet. AuBerdem ist die Notwendigkeit. 
das Silber niederzuschlagen, eine listige Komplikation dieses Verfahrens 


Wir haben die Methode von Cordebard und Michl verindert und 


Silberfallung und Tiipfelanalyse vermieden. Die Bestimmung des Bi 
chromats kann wegen der Gegenwart des Ag-lons weder jodometrisch er- 
folgen, noch nach der direkten von Thivolle und Sonntag vorgeschlagenen 
Chromometrie mit Kaliumferricyanid und Diphenylamin als Indikator. 


Deswegen haben wir uns der indirekten durch Nicloux vorgeschlagenen 
Chromometrie bedient, die durch das Vorhandensein des Silbers nicht 
gest6ért wird und gestattet, den Endpunkt der Titration auch mit sehr 
verdiinnten Reagentien genau zu erfassen. Das Prinzip der Methode. 
die wir gebrauchen, ist also folgendes: die Essigsiure wird durch Silber- 
bichromat und Schwefelsaure oxydiert; das unverbrauchte Bichromat 
wird vollstindig mit Mohrschem Salz reduziert, dessen Uberschul 
durch Riicktitration mit Kaliumpermanganat bestimmt wird. Die ccm 
gebrauchtes Kaliumpermanganat, mit einem Faktor multipliziert, geben 
die mg Essigsaure. 





Mikrobestimmung der Essigsaure in organischen Fliissigkeiten. 17 


Apparat. 


Ein RiickfluBkiihler, mit dem man einen geschliffenen 50-cem-Ajeldahl.- 
Kolben verbindet. Die obere Offnung des Kiihlers wird mit einem um- 
gesttiipten Becherglas bedeckt, um den Staub abzuhalten. 


Erforderliche Lisungen. 


1. n/2, n/5, n/10, n/20, n/50 K,Cr,O;. Um die n/2 Lésung herzustellen, 
wiegt man 24,519g von aus heiBem Wasser umkristallisiertem, fein ge- 
pulvertem und bis zu konstantem Gewicht getrocknetem Kaliumbichromat 
ein und lést es in destilliertem Wasser zu 1000 cem. 2. Konzentrierte Schwefel- 
siure (D. 1,84). 3. AgNO,, gesattigte Lésung. 4. n/2, n/5, n/10, n/20, n/50 
FeSO,(NH,),80,-6H,O (Mohrsches Salz). Die n/2 Lésung stellt man 
her, indem man 196,08 g Mohrsches Salz in destilliertem Wasser auflést, 
50 cem konz. Schwefelsaure hinzufiigt, zu 1000 cem mit destilliertem Wasser 
auffillt und mischt. Die anderen Lésungen werden mit destilliertem Wasser, 
welches 50 com H, SO, auf 1000 cem enthalt, durch Verdiinnung hergestellt. 
5. n/2, n/5, n/10, n/20, n/50 KMnO,. Um die n/2 Lésung herzustellen, lést 
man 15,8g Kaliumpermanganat in destilliertem Wasser und fiillt zu 
1000 cem auf. Sind die Lésungen exakt, so stimmen ncem Mohrsche 
Salzlésung: mit n cem Kaliumbichromat- und ncem Kaliumpermanganat - 
lésung genau iiberein. Die Kaliumbichromatlésung ist bestandig, die 
anderen zwei scheinen den Titer langsam zu verlieren und es ist demnach 
notwendig, sie von Zeit zu Zeit gegen Kaliumbichromat zu kontrollieren. 
Die Glasbehalter miissen sorgfaltig mit Chromschwefelsaéure gereinigt, die 
Reagentien in Flaschen mit geschliffenen Stépseln aufgehoben werden: 
nach jedem Gebrauch wird der RiickfluBkiihler mit Wasser gewaschen und 
trocknen gelassen. 


Ausfiihrung. 


Eine abgemessene Menge der EssigsaurelOdsung wird in den ‘Ajeldahl- 
Kolben eingegossen, mit Natronlauge leicht alkalisch gemacht und getrocknet, 
wie es in Abschnitt [ beschrieben ist. Ist die Konzentration der Essigsaure 
in der Lésung nicht einmal gréBenordnungsmaBig bekannt, so ist es an- 
gezeigt, eine Analysenprobe mit den konzentriertesten Reagentien zu 
machen, gegebenenfalls mu8B bei geringer Essigsauremenge die Probe mit 
Reagentien von angemessener Normalitat wiederholt werden, um genauere 
Resultate zu erzielen. Ist dagegen die zu bestimmende Essigsiuremenge 
ungefaibr in der GréBenordnung bekannt, so gieBt man in den Ajeldahl- 
Kolben 5cem Kaliumbichromatlésung in einer der angenommenen Essig- 
siuremenge angepaBten Normalitat;: die anderen Reagentien werden mit 


Tabelle III. 





Grenzen der Gebrauchsfahigkeit 
5cem Reagentien 
Normalitit 


mg Essigsdure 


n/2 

nd. 
n/10 
n/20 
ni50 


Biochemische Zeitschrift Band 31: 
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der gleichen Normalitat gebraucht. Die Konzentration, die anzuwenden 


jst, kann man aus der Tabelle IIL ersehen, 


Sind in den Ajeldahl-Kolben 5cem Kaliumbichromatlésung gegossen, 
so 1iBt man in die Fliissigkeit einige Tropfen gesattigter AgN O,-Lésung 
fallen, und zwar 15 Tropfen bei n/2, 5 Tropfen bei n/5, 3 Tropfen bei n/10, 
2 Tropfen bei n/20 und 1 Tropfen bei n/50 Kaliumbichromat. Wenn die 
AgNO,-Menge ungeniigend ist, so behalt die Fliissigkeit tiber dem Niede1 
schlag eine leicht gelbe Farbung. Darauf tut man einige Glaskugeln hinein, 
unterschichtet mit 8cem konz. Schwefelsiure und verbindet dann den 
Kolben mit dem RiickfluBkiihler, wobei man den Schliff mit Schwefelsaur: 
befeuchtet. Man bewegt, um die Schwefelséiure mit der Lésung zu mischen 
und kocht dann auf kleiner direkter Flamme 1 Stunde lang. Es ist imme: 
gut darauf zu achten, daB die obere Offnung des RiickfluBkiihlers mit einem 
Becherglas bedeckt ist. Ist das Sieden beendet, kiihlt man den Kolben 
unter flieBendem Wasser ab und bringt den Inhalt quantitativ in ein Glas, 
indem man den Kolben zweimal mit destilliertem Wasser wascht. Man 
laBt die Lésung erkalten, gieBt 5ecem Mohrsche Salzlésung hinein und 
titriert mit Kaliumpermanganatlésung aus einer Mikrobiirette. Mohrsches 
Salz und Permanganat werden mit der gleichen Normalitat gebraucht wie 
das Bichromat. Der Farbwechsel ist leicht zu erkennen, da die brillant 
griine Lésung rosa wird; die Ablesung nimmt man beim ersten Umschlag 
vor. Mit den angewandten Reagentien werden Blindproben ausgefiihrt, 
wobei die daraus erhaltenen Werte von den Ergebnissen mit Essigsaure 
abzuziehen sind, Die im mg ausgedriickte Essigsiuremenge erhalt man aus 
den cem verbrauchtem Permanganat durch Multiplizieren mit einem Faktor, 
dessen Wert der Normalitat der Reagentien entspricht (siehe die Tabelle IV). 


Tabelle IV. 





Normalitét der Reagentien Faktor Normalitiit der Reagentien Faktor 


3,7 n/20 0,375 
1,6 n/d0 OLE 
0,75 


‘Die Ergebnisse von mehreren nach dieser Methode erhaltenen Be- 
stimmungen werden in der Tabelle V gezeigt. 

Wenn man die Ergebnisse der Tabelle betrachtet und den pro- 
zentualen Fehler mit der Essigsiurekonzentration in Zusammenhang 
bringt, so sieht man, daB von 36 mg zu 1 mg der prozentuale Fehler im 
allgemeinen etwa 1° betragt; in einzelnen Fallen nahert sich der 
Fehler 2°, und manchmal iibertrifft er diesen Wert, in einem Fa!! 
(bei 38 mg) erreicht er 3,1°%. Unter 1mg nimmt der prozentuale 
Fehler zu, im allgemeinen in den Grenzen von -+ 3 bis 4°, wahrend 
er in einigen Fallen 12% erreicht. Man muB jedoch beachten, daB wir 
uns hier in der GréBenordnung der Zehntel und sogar Hundertste! 
von mg befinden, und daB deshalb Unterschiede zwischen theoretischem 
und erhaltenem Wert, welche in Wirklichkeit gering sind, in der Ordnung 
der Hundertstel von mg (von 0,01 zu 0,05 mg) den prozentualen Fehler 
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den Tabelle V. 
sen, Normalitiit mg Essigsiure , , Fehler 
ung der Reagentien ‘ va Soptgipay nterschied 
berechnet gefunden 

10, 
die Q°F Or orp 

3,7 ) 3f 9 oO,b _ 0,3 
ler 3,75 31,4 0,7 0.7 
ein, 3,75 26,9 26,5 0,4 
len 3.75 26.9 26.3 0,6 
bees 3,75 22,0 22,5 - 0,2 
hen 3,75 15,72 15,66 0,12 
van 3,75 10,48 10,32 0.16 
len 3,75 917 4,22 i 0,05 
ben py . > 8,30 — 0,03 
“ti 3,75 fy! (,04 — 0,12 
fan 7,15 0,03 
seal 7,10 — 0,08 
i 6.80 0,10 

6,30 + 0.02 

wie 5 H,41 0.00 
ant E 5,31 + 0,07 
lag 2 5,18 — 0.06 


5,19 0.05 
5,18 0.00 
4,50 1 0.0! 
1.50 L004 
$14 L. 0,06 
$08 0,00 


0.03 
- 0.01 


0.07 

- 0,03 
0,03 
0,00 

— 0,01 
- 0,07 
0,04 
0,00 

- 0,03 


0.01 
O01 
0.02 
0,02 
0.01 
0,02 
0.01 
0,03 
0,02 
0,00 
0,02 
0.05 

- 0,01 
0.01 
0,00 
— 0,02 
— 0,02 
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Tabelle V (Fortsetzung). 





Normalitit . mg Essigsdure ' Fehler 
der Reagentien Faktor in WERE a EERE caneeile Unterschied 


berechnet gefunden 


015 0,44 0,46 + 0,02 4 
0,15 0,36 0,32 0,04 11.1 
0,15 0,28 0,28 0,00 0,0 
0,15 0,24 0,24 0,00 0,0 
0,15 0,18 ) 0,02 — 11,1 
0,15 0,12 . 000 0.0 
0,15 0,08 V7 — 0,01 12,5 
0,15 0,06 ),06 0,00 0.0 





weitgehend beeinflussen. Die Methode liefert also analytische Werte, 
die den theoretischen sehr nahe stehen; auf 59 Bestimmungen haben 
nur 4 einen prozentualen Fehler ergeben, der héher als 5°, war, so dali 
man annehmen kann, da der wahrscheinliche Fehler der Methode 
5°. nicht tibertrifft. 
Vi. 
Wie wir im Abschnitt LV ausgefiihrt haben, widersteht die Essig- 
saure der Oxydation durch Chromschwefelsaure, wahrend die anderen 
Stoffe, welche mit ihr zusammen iiberdestillieren, mehr oder weniger 


Oxydarion 


1 2 3 Stunden + 
@——® CH;-(00H; @-———8 (H3- CH, COOH 
a—§“4 CH; (CH2).°COOH; OO CH4-(CHe)5:COOH waa’ CHs(CH,);-COOH; 
CHy(CP.),-COOH; 
te= ===. CH, OH-COOK, S=———=H Cg Hs COOH. 
Abb. 1. 


leicht angegriffen werden. Natiirlich ist der Widerstand der Essigsaur 
dieser Art von Oxydation gegeniiber nicht absolut, auch hangt er von 
drei Faktoren ab, und zwar: 1. Der Dauer des Kochens, 2. der Schwefe! 
siurekonzentration, 3. der Bichromatkonzentration. Die  gleichen 
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Faktoren beeinflussen natiirlich die Oxydationsgeschwindigkeit der 
anderen Stoffe, die in Frage kommen. Unter Konstanthaltung der 
Konzentration der Schwefelsiure und des Bichromats haben wir vor 
allem die Oxydationsgeschwindigkeit der Essigsdure und der anderen 
sieben als Methylester destillierenden Sauren als Funktion der Zeit 


studiert. Die Ergebnisse sind in der Abb. | wiedergegeben, wo graphisch 
der Verlauf der Oxydation dieser Stoffe durch eine Mischung von n/10 
Kaliumbichromat und von Schwefelsiure mit einer Endkonzentration 


Uy 
9 


nn 


590 


30 55 40 45 
H2504 
@——CH,COOH, @——@CH,CH,COOH, aa CH (CH,),COOH, 
O———O Cly(CHplsCOOH, ++ CH (CH), COOH, 
2——A CH3(C He), COOH 


Abb. 2. n/50 Reagentien. 


von 50°), gezeigt wird. Man beobachtet, da die Essigsiure in den 
ersten 3/, Stunden noch nicht angegriffen und am Ende der ersten 
Stunde nur zu 1°, verbrannt ist: nach der ersten Stunde schreitet die 
Oxydation langsam weiter, wobei sich jedoch die Geschwindigkeit 
stufenweise erhéht. Im Gegensatz hierzu verbrennen unter diesen Be- 
dingungen Propionsiure, Buttersiure, Valeriansiure, Capronsdure 
und Heptylséure schnell, und zwar derart, daB in der ersten 
Viertelstunde mehr als die Halfte oxvdiert wird. Am Ende der ersten 
Stunde sind diese Sauren zu 75°, verbrannt, dann schreitet die Oxyda- 
tion langsam weiter. Man beobachtet, daB sich Propionsdiure, Butter- 
sdure, Valeriansdure, Capronsiure und Heptylsdure gegeniiber der 
Oxydation durch Chromschwefelsdéure fast gleich verhalten, was ge- 
stattet, sie im Gegensatz zur Essigsdure einheitlich zu betrachten. 
Benzoesaure und Glykolsiure verbrennen dagegen sehr viel schneller. 
Diese zwei letzteren Sauren verhalten sich also etwas anders, aber 
nachdem sie nur in auBerst geringen Mengen als Methylester in das 
Destillat tibergehen (siehe Tabelle IT), wird ihr anormales Verhalten in 
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einer Mischung, in der diese Sauren enthalten sind, wenig Einflu8 auf 
die Bestimmung der Essigsiure haben. Dann haben wir bei einer 
Kochdauer von 60 Minuten die Menge des hinzugefiigten Bichromats 
konstantgehalten und die Konzentration der Schwefelsaéure variiert : 


100 
% 
90 


30 35 40 45 50 55 60% 
H. SO, 
@———@ CH, COOH; §=@———8 (1H, CH,COOH, 9a. CH (CH) COOH; 
O———© (H3(CHp)3 COOH; ++ CH3(CH,), COOH, 
2——A CH (CH2)5 COOH; 


Abb. 3. n/20 Reagentien. 








H»S0, 
O———O (H3 (CHa), COOH; +———+ CH3(CH,), COOH; 
_e CH3(CHa)s COOH, 


Abb. 4. n/10 Reagentien. 


die Kurven, die in den Abb. 2 bis 6 wiedergegeben sind, zeigen den Ver- 
lauf der Oxydation von Propionsiure, Buttersiure, Valeriansaure. 
Capronsiure und Heptylsiure als Funktion der Schwefelsiurekonzen- 
tration; dabei wird angenommen, daB die héchste Konzentration 
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der Schwefelsiure, bei der die Essigsaure nicht angegriffen wird, 
50°, ist, wenn man n/50 und n/20 Bichromat gebraucht; mit 
n/10 Bichromat und 50°, Schwefelsiure wird nur 1°% der Essigsaure 
oxydiert, bei starkeren Bichromatkonzentrationen zeigt sich natiirlich, 























a——aea (H(CH>) COOH. 
CH3{CHe)4 COOH. 


Abb. 5. n/5 Reagentien. 





j n; H3Uhs UUUH. aa (H,(CH,).COOH, 
O———-O CH3(CH2).C00H, +++ CH3(CHz), COOH 
Abb. 6. n/2 Reagentien. 


daB man, ohne Essigsiureoxydation hervorzurufen, nur eine geringere 
Konzentration der Schwefelsiure anwenden kann. Dieses verschieden- 
artige Verhalten von Essigsdiure einerseits und von Propionsiure, 
Buttersiure, Valeriansiure, Capronséure und Heptylséure anderseits 
ermoglicht es, die Essigsiure in Mischungen dieser verschiedenen 
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Sauren oxydimetrisch zu bestimmen. Bei Verwendung von n/10, n/20 
und n/50 Kaliumbichromat kocht man zu diesem Zweck den 
trockenen Riickstand einer Hilfte der zu priifenden Probe 1 Stunde 
lang mit Silberbichromat und 60°, Schwefelsdure, um die vollstandige 
Oxydation aller Sauren zu erreichen, der trockene Riickstand der 
zweiten Probehalfte wird gleichzeitig mit Kaliumbichromat und 50°, 
Schwefelsaure zum Sieden gebracht, um eine partielle Oxydation von 
Propionsaure, Buttersiure, Valeriansiure, Capronsiiure und Hepty! 
saure zu erzielen, wahrend die Essigséure unter diesen Bedingungen 
nicht angegriffen wird. Da man den Durchschnittswert des Prozent- 
satzes an oxydierten Sauren, welche die Mischung bilden, bei der 
Konzentration von 50°% Schwefelsiure kennt, ist auch die Menge der 
Sduren bekannt, d.h. man mu den Wert (ccm Permanganatlésung) 
von dem Gesamtoxydationswert der Mischung abziehen und erhalt so 
die Menge der in der Mischung vorhandenen Essigséure. Ist A die Menge 
in cem des durch die erste Probehalfte, B die des durch die zweite 
Probehalfte reduzierten Bichromats und p der Durchschnittswert des 
Oxydationsprozentsatzes, so bekommen wir die in der Mischung vor- 
handene Essigséure in mg aus folgender Formel: 


100 
mg Essigsaure A (B ] -f, 
P 
wobei / der der Normalitét des gebrauchten Bichromats entsprechende 
Faktor ist. Die Genauigkeit dieser Ausrechnung wird um so gréfer 
sein, je ahnlicher die Oxydationsprozentsatze der Saéuren sind, welche 
die Mischung zusammensetzen, in der man die Essigsaure bestimmen 
will. Die Oxydationskurven (Abb.2 bis 6) lassen voraussehen, da} 
bessere Erfolge erzielt werden, wenn man n/10 und n/20 Kalium- 
bichromat gebraucht, wo die Oxydationsprozentsitze bei einer Kon- 
zentration von 50°% Schwefelsdure gleichartig sind. Tabellen VI, VII 
und VIII zeigen Bestimmungen von Essigsaéure in Mischungen von 
Propionsdure, Buttersiure, Valeriansiure und Capronsaure, die man 
mit der angefiihrten Methode erhalten hat. Die Oxydationsprozent- 
sitze (p) fiir Tabelle VI (n/50 Reagentien) und fiir Tabelle VII (n 20 
Reagentien) sind aus den Kurven der Abb. 2 und 3 entnommene Durch- 
schnittswerte. Als Oxydationsprozentsatz (p) fiir Tabelle VIII (n 10 
Reagentien) wurde anstatt 75, dem Durchschnittswert der Kurve der 
Abb. 4, 78 gebraucht, da wir mit diesem Faktor bessere Ergebnisse 
erzielten. Dies erklart sich daraus, weil durch n/10 Bichromat und 
50% Schwefelsiure die Essigsiure etwas angegriffen wird, so daB durch 
den héheren Faktor der Fehler wieder ausgeglichen wird. Die an- 
gefiihrten Ergebnisse zeigen, da&B man mit der von uns vorgeschlagenen 
Methode die Essigsiure in Anwesenheit anderer Fettséuren mit zu- 
friedenstellender Genauigkeit bestimmen kann. Beim Gebrauch von 
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n/50 Reagentien muB man beachten, daB der Oxydationsprozent- 
satz (p), auf Grund dessen wir die Werte der Tabelle VI berechnet haben, 
der Durchschnitt von Werten ist, die ziemlich entfernt voneinander 


Tabelle VI (Reagentien: n/50). 





Essigsiiure, Propionsiéure, 








Propionsaure, S “ Pelco 
Buttersiiure, Buttersiiure, V aleriansdure 
Essigsiure, in Valeriansiure Ud Capronsiiure (Mischg.), Gefundene = . 
reiner Lésung und verbrannt mit Essigsiiure Differenz Fehler 
bestimmt Capronsiure AgoC€rgO; KyCr.0; 
(Mischung) H, SO, + H,SO, 
60 % 50% 

K Mn0, mg eem KMnO, com K MnO, com k MnO, K Mn0, mg mg 0 
0.90 0,12 0,50 1,30 0,31 0,82 0,12 0,00 0.0 
0,90 0,13 0,45 1,35 0,32 0,86 0,13 0,00 0,0 
0.90 0,13 0,45 1,35 0,30 0,86 0,13 0,00 0.0 
1,00 0,15 2,00 3,00 1,40 0,84 0,13 _—0,02 — 13,3 
1,05 0,16 2,10 3,15 1,43 0,95 (0,14 | — 0,02 12,5 
1,20 0,18 0,60 1,80 0,25 1,26 0,19 + 0,01 5,5 
1,27 |0,19 0,53 1,80 0,42 1,15 | 0,17 0,02 10,5 
1,35 | 0,20 0,50 1,85 0,40 1,24 0,19 —0,01 5,0 
1,90 | 0,28 1,23 3,13 0,97 1,64 | 0,25 0,03 10,5 

Tabelle VII (Reagentien: n/20). 
meee. Propionséure 
esi grail ionsi nd Buttersiure 
por gy el wie 5 aiumnet Conmen mit Gefundene Differenz Fehler 
bestimmt siiure Ag» Cro 07 K, Cr, 0; Essigsiiure 
(Mischung) + Hy 80,4 + Hy, S80, 
60 % 50 % 

KMn0, mg ccm KMnO, com K MnO, com K MnO, K MnO, mz mg % 
0,55 0,20 2,63 3,18 1,95 0,58 | 0,22 | + 0.02) + 10,0 
0,87 0,33 2,33 3,20 1,70 0,93 | 0,35 | + 0,02) + 6,1 
1,00 0,37 2,20 3,20 1,67 0,97 0,36  — 0,01 2,7 
1,11 0,41 1,57 2,68 1,22 1,05 0,39 0,02 19 
1,60 0,60 1,40 3,00 1,12 1,50 0,56 0,04 6,7 
1,67 0,63 1,31 2,98 1,10 1,61 | 0,57 |— 0,06! — 9,5 
1,85 0,69 1,00 2,85 0,80 1,78 0,67 || — 0,02 2.9 
2,00 0,75 0,90 2,90 0,80 1,83 0,69 0,06 8.0 
2,07 0,78 0.73 2.80 0,53 2.09 0,78 0,00 0.0 

Propionsaure, 

Buttersiure, Essigsiiure, Propionsaure, 

Valeriansiure’ Buttersiure, Valeriansiure 

und Capron- und Capronsiiure 

siure (Mischung) 

(Mischung) 
115 (0,43 1,52 2,67 1,06 1,25 0,47 | + 0,04 9,7 
1,27 0,48 |, 1,55 2,82 1,15 128 0,48 0,00 0,0 
134 0,50 | 1,21 2,55 0,95 1,28 0,48  — 0,02 4,0 
1,85 0,69 | 0,75 2,60 0,75 1,60 0,60 0,09 13,0 
2,20 (0,82 | 0,35 2.55 0,42 1,99 0,75 | — 0,07 8,5 
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Tabelle VIIL (Reagentien: n/10). 





Kssigsiiure und 
Propionsiiure (Mischung) 


wo gf Propionsiiure verbrannt mit Gefundene Differenz | Fehler 
bestimmt — Ag, Cr, O; Ky Cry O; mena 
H, SO, + H,80, 
60 % 50 % 

K MnO, mg eem KMnO, cemKMnO, com K MnO, K Mn 0, mg mg 5 
1,08 0.81 2,05 3,19 1,57 1,11 0,83 |} + 0,02) + 2,5 
1.08 O81 2,05 3,13 1,62 105 0,79 0,02 2.5 
110 0,83 1,49 2,59 1,15 Lt 0.83 0,00 0.0 
1,12 0,84 1,46 2,58 1,12 1,14 0,85 + 0,01 + 1,2 
114 0,86 1,55 2,69 0.89 1,14 0,86 0,00 0.0 
1.33 1,00 1.73 3,06 1,29 1,40 1,05 || + 0,05; + 5,0 
1,33 | 1,00 1,76 3,09 1,32 140 1,05 + 0,05 + 5,0 
1,61 1,21 2,21 3,82 1,26 1,60 1,20 0,01 -- 0,8 
1,72 1,29 2,36 1,08 1,30 1,67 1,25 . — 0,04 3,1 
1,78 1,33 1,20 2,98 1,08 1,60 1,20 , — 0,13 3,5 
1,78 1,33 1,20 2,98 1,08 1,60 1,20 0,13 G8 
1,84 1,38 2,58 4,42 1.37 1,76 i 0,07 5] 
1,91 1,4 1,02 2,93 0,87 1,82 | 1,37 || — 0,06 1,2 
191 1,43 1,02 2,93 0,87 1,82 1,37 — 0,06 t,? 

Propionsaure, 

Suttersiiure, Essigsiure, Propionsiure, 

Valeriansiure Buttersiure, Valeriansdure 

und Capron- und Capronsiure 

siiure (Mischung) 

(Mischung) 
1,13 ‘0,85 1,89 3,02 1,42 1,20 (0,90 || + 0,05; + 5,9 
1,30 {0,97 1,76 3,06 1,40 £97 ~ 96 || — 0,02) — 2,1 
1,31 | 0,98 0,87 2,18 0,68 1,31 | 0,98 0,00 0,0 
1,32 0,99 1,76 3,08 1,37 1,32 (0,99 0.00 (,( 
1,33 = 1,00 1,76 3,09 1,40 129 0,97 — 0,03 3,0 
1,34 1,00 0,82 2,16 0,68 1,29 (0,97 —0,03; — 3, 
1,34 1,00 0,80 2,14 0,67 1,28 | 0,96 0,04 4.0 
1,35 1,01 0,80 2,15 0,70 1,25 (0,94 0,07 6,9 
1,37 1,03 0,79 2,16 0,67 130 0,98 —0,05 — 4,9 
1,43 {1,07 1,41 2,84 1,08 145 (1,09 +002, +1. 
1,46 1,09 1,41 2,87 Lis 1,42 107 — 0,02 1,8 
1.70 1,28 1,06 2,76 0,82 1,71 1,28 0,00 0,0 
Lis i280 1,06 2,79 0,74 1,84 | 1,38 || + 0,08; + 6,1 
1,94 | 1,45 0,70 2,64 0,55 1,93 | 1,45 0,00 0.0 


sind. Die Mischung von Propionsiure, Butterséure, Valerianséure und 
Capronséure, welche gebraucht wurde, enthielt eine gleiche Menge jedes 
dieser Stoffe und bei der Essigsaéurebestimmung ergeben sich dann 
theoretisch angenaiherte Werte. Wenn aber die Propionsiure tiber 
wogen hatte, oder die einzige Saure in der Mischung dargestellt hatte. 
so waren die mit p — 65 berechneten Werte durchwegs zu groB gewesen 
weil, wie aus der Kurve der Abb. 2 ersichtlich, der Oxydationsprozent - 
satz der Propionsiure 55 ist; ist also Propionsdure die einzige Saure 
in der Acetatlésung, so ist es nétig, diesen Faktor zu gebrauchen. Wenn 
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Tabelle LX (Reagentien: n/5). 





Propionsiiure Essigséure, Propionsaure, 
Buttersiure, Buttersiure, Valerianséure 


Wasigsiure. i Taloriansinre und Capronsiure (Mischg.) 
Essigsaure, in Valeriansiiure I . Gefundene 





reiner LOsun . s verbrannt mit es Differenz Fehler 
“bestimmt ee nay Ag.Cr,0, | K»Cr.0; ae 
(Mischung) + H,SO, + H, SO, 
60 % 50 % 
KMn0, mg eemKMnO, ecm KMnOy com KMn0y ¢ MnO, meg mg 
1,45 2,18 1,30 2,75 1,10 1,34 | 2,01 - 0,17 7,8 
1,45 | 2,18 1,35 2.80 1,15 1,33 , 2,00 0,18 8,3 
1,75 | 2,63 2,25 4,00 1,75 1,75 | 2,63 ~ 0.01 0.4 
1,75 2,63 2.20 3,98 1,80 168 2,52 0,11 $,2 
1,75 2,63 2,70 4,45 2,04 1,83 2,74 + 0,11 |. 4,2 
1,75 2,63 2,65 4,40 2,10 1,70 2,55 0,08 3,0 
1,85 | 2,78 0,70 2,55 0,67 169 2,54 — 0,24 - 8,3 
1,87 2,80 0,78 2,65 0,70 1,75 2,63 0,17 6.1 
1,90 (| 2,85 2,10 4,00 1,75 1,75 | 2,63 0,22 7,7 
1,90 | 2,85 2,60 4,50 1,98 196 2,94 — 0,09 21 
Tabelle X (Reagentien; n/2), 
a ; . Essigsiure. Propionsiure, 
pe real ‘ Suthnebee. pet meen 
Essigsiiure, in  Valeriansiure Ud Capronsiure (Mischg.), a 
reiner Lésung und Capron- verbrannt mit pe Differenz Fehler 
bestimmt siure Agy Cry O; K. Cro 0; ¥ ’ 
(Mischung) + H,SO, + HoSO, 
60 % 45% 
eem ” . - ecem o 
K MnO, mg ecm KMnO, cemK MnO, cem K MnO, K Mn, mg mg % 
1,30 4,87 1,90 3,20 1,25 1,28 4,80 - 0,07 1,4 
1,33 | 5,00 1,93 3,26 1,20 126 4,73 — 0,27 5,4 
1,40 5,25 1,95 3,35 1,35 128 4,80 0,45 --— 8&6 
1.68 6,30 1,22 2,90 0,82 1,63 6,12 0,18 2,8 
1.71 6,40 1,22 2,93 0,82 1,66 6,23 0.17 — 2,7 
1,74 6,52 1,22 2,96 0,82 1.69 6,33 019 2,9 
2,25 | 8,45 1,95 4,20 1,35 2,12 | 7,95 0.50 5.9 
2,27 | 8,50 2,01 4,28 1,42 2,09 7,85 — 0,65 7,6 
e201 0.00 1,98 4,28 1,45 2.05 | 7,70 0.90 10,5 
2,30 8,60 1,94 4,24 140 * 208 | 7.80 0,80 9,3 


man gréBere Mengen von Essigséure bestimmen will als die, welche in 
den vorhergehenden Tabellen angefiihrt sind, kann man gréSere Mengen 
von Reagentien oder auch starkere Reagentien gebrauchen. In diesem 
zweiten Fall begegnet man jedoch der oben erwahnten Unannehmlich- 
keit, Oxydationsprozentsatze gebrauchen zu miissen, die aus ziemlich 
auseinanderliegenden Werten erhalten sind, was die Genauigkeit der 
Bestimmung mindert. Um diese Unannehmlichkeit zu beseitigen, 
kann man den Kunstgriff anwenden, das Bichromat fiir die Probe 
der partiellen Oxydation zu verdiinnen, so daB dieses eine geeignete 
Normalitaét annimmt. In diesem Sinne haben wir Versuche gemacht, 
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indem wir n/5 und n/2 Reagentien gebrauchten und das Bichromat fiir 
die partiellen Oxydationsversuche auf n/10 bzw. n/5 verdiinnten. Die 
Ergebnisse sind in den Tabellen 1X und X angefiihrt. Sie zeigen, dal} 
man bei diesem Verfahren mit n/5 Reagentien im allgemeinen ziemlich 
zufriedenstellende Erfolge erzielt, wenn man das Bichromat fiir dic 
partielle Oxydation auf n/10 verdiinnt, wihrend mit n/2 Reagentien 
und auf n/5 verdiinntem Bichromat die Ergebnisse ungenauer sind 
Dies war jedoch vorauszusehen, wenn man bedenkt, daB man den 
durchschnittlichen Oxydationsprozentsatz fiir n/5 Bichromat und 45°, 
Schwefelsiure erhalt, indem man den Durchschnitt von vier Werten 
berechnet, deren einer von den anderen drei sehr verschieden ist (Abb. 5). 

SehlieBlich sei noch erwahnt, daB man mit n/10 Kaliumbichromat 
bei der partiellen Oxydation die besten Ergebnisse erhalt. 


VIL. 

Die Essigsiurebestimmungen in Gegenwart anderer Fettsauren, 
die im vorhergehenden Abschnitt angefiihrt sind, waren direkt in der 
Mischung ausgefiihrt worden, ohne vorhergehende Veresterung und 
Destillation der darin enthaltenen Saéuren, d.h. in Verhaltnissen, die 
absichtlich ungiinstig waren. Destilliert man dagegen die Fettsauren 
als Methylester nach dem in Abschnitt I angegebenen Verfahren, so 
wird die nachfolgende oxydimetrische Essigsdurebestimmung unter vie! 
giinstigeren Bedingungen vorgenommen, weil die Konzentration der 
Essigsiure unverandert bleibt, wahrend die von Valeriansdéure, Capron- 
siure und Heptylsaure um !/,;,5 und die der Propionséure und 
Butterséure fast auf die Halfte vermindert wird. Unter diesen Be- 
dingungen ist die Essigsiure bestimmbar, auch wenn in der Mischung 
Benzoesiure und Glykolséure vorhanden sind, d.h. Stoffe, die sich 
verschiedenartig von den obengenannten Sauren gegen die Oxydation 
durch Chromschwefelsiiure verhalten (Abb. 1), weil diese als Methy!- 
ester destilliert, auf 1/j;99 der anfanglichen Konzentration sich ver- 
ringern (Tabelle [L). Will man also die Essigsiure in Mischungen 
anderer organischer Stoffe Bestimmen, wird es immer nétig sein, sie 
als Methylester zu destillieren, um die Bestimmung unter giinstigen 
Bedingungen auszufiihren. Die Bestimmung der Essigséure im ent- 
eiweiBten und kohlenhydratfreien Filtrat einer organischen Fliissigkeit 
wird folgendermaBen durchgefiihrt : 

Vermutet man, da®B die Fliissigkeit Ameisensaéure, Cystein und Cystin 
enthalt, so werden diese Stoffe durch Kochen am RiickfluBkiihler in An 
wesenheit von Mercurisulfat und Schwefelsaure entfernt, wie in Abschnitt I! 
angegeben, Dann wird die Probe getrocknet und die in ihr enthaltenen 
Sauren werden nach dem in Abschnitt I beschriebenen Verfahren verester' 
und destilliert. Das Destillat wird leicht alkalisch gemacht und in zwei 
Halften geteilt, welche nach der Trocknung oxydiert werden, die ein 
vollkommen durch Ag,Cr,O, und 60% H,SO,, die andere partiell durc! 
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Mikrobestimmung der Essigsaure in organischen Fliissigkeiten. 2y 


Kk, Cr, O; und 50% H,SO,, wie es im Abschnitt Vi angegeben ist: die in 
mg ausgedriickte Essigsauremenge wird nach der dort angefiihrten Formel 
berechnet, 


Tabelle XI. ‘ 





Mischung von mg 





gi elsliblaizisisi8i- . 
A 5 si1i4@f gi igisgis2isisg 4 = 
¥ 2 oi 8 2tepeRig! 218 law tefl a 7 
1 T SIS SZtRIBiBi si sigiziz 2 
2i'2 aplia!bPiégip |Sis |B Sidi é is 
0,68 | 0,7'0,7'0,7) —/0,7;) —| — — — 0,68 0,00 0,0 
0,7 0,82 | 0,7! 0,7: 0,7) 0,7'0,7; — | - — — |0,86 + 0,04 + 4,9 
1,0 0,86; —, — : —- —-!— 1,0} 1,0)0,91 +0,05 | + 5,8 
0,91 . - | — | 1,0! 1,0; 1,0! 1,0 0,86 0,05 5.5 
1,13 _- — 1,5 | 1,5: 1,6! 1,5 — | 1,06 0,07 — 62 
1,13 — — 15/1.6:1,6 15 —)}—/ 1,04 0,09 —8&0 
1.5; 1,13} — —,;—{;—)}— S 1,5 | 1,5''1,07 — 0,06 5,4 
- | 1,16) 1,2) 1,2) 1,2; — | 1,2 —- - — 1,10 0,06 5,2 
1,5 1,20 | 1,6) 1,6) 1,5) 1,6)1,6' — | — - = 11.97) + 667 | --68 
1,20) 1,6) 1,5'1,6 — | 1,5 — /1,15 0,05 4,2 
2,0 | 1,51 | 2,0 | 2,0 | 2,0 | 2,0 | 2,0 - 1,57 + 0.06 4,0 
— 1,66 —_j—|— 2,0 2,0 2,0 2,0 —- i 7.62) + O00 0.6 
196: —|—!—; —! — | 2,0; 2,0) 2,0:2,0; — : — 1,97: + 0,02 +1,0 
— 2,16 2,0 2,0, 2,0 — 2,07 0.09 4,2 
4,38 4,0 4,0 4,0 40 — —_i- - 14.50) + 6,12 Zt 
8,0 4,80 4,0'4,0 4,0 8,0 4,0 : se - 14.70 — 0,10 21 


In der Tabelle XI sind einige Bestimmungen zusammengestellt, 
die nach dieser Methode ausgefiihrt sind. 


Vergleicht man die Ergebnisse der Tabelle XI mit denen der 
Tabellen VI bis X, so sieht man, daB die Titration der Essigsaure 
in Mischungen anderer organischer Saéuren nach Veresterung und 
Destillation bessere Ergebnisse liefert als die direkte Bestimmung. 
AuBerdem stért die Gegenwart von Benzoeséure und Glykolsaure in 
der Mischung die Bestimmung der Essigsaure nicht, wenn diese vor der 
Veresterung und Destillation erfolgt. Alle diese Ergebnisse waren auf 
Grund der Destillationsprozentsaétze der organischen Sauren, die mit 
der Essigsaure zusammen als Methylester destillieren, vorauszusehen 
(Tabelle II). Da keine anderen organischen Stoffe von biologischer 
Wichtigkeit, auBer Ameisensdure, Propionsiure, Butterséure, Valerian- 
siure, Capronsaure, Heptylsdiure, Glykolsiure, Benzoesaure, Cystein, 
und Cystin unter den beschriebenen Bedingungen als Methylester mit 
der Essigsiure zusammen iiberdestillieren oder sich unter Bildung 
fliichtiger Stoffe zersetzen, folgt daraus, daB eine Methode, welche die 
Bestimmung der Essigséure in Gegenwart dieser Substanzen gestattet, 
fiir die Bestimmung der Essigsiure in jeder organischen Fliissigkeit 
anzuwenden ist. 
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Zusammenfassung. 

Es wird eine Methode beschrieben, welche die Mikrobestimmuny 
der Esgigsaure in organischen Fliissigkeiten erméglicht. Nach Ent- 
eiweiBung und Entfernung der Kohlenhydrate wird das Filtrat mit 
Natronlauge leicht alkalisch gemacht, verdampft, die im Riickstand 
vorhandenen organischen Sauren werden verestert und als Methy! 


ester tiberdestilliert. Unter diesen Bedingungen geht die Essigsaure 


fast quantitativ in das Destillat tiber, wahrend Ameisensiure, Propion- 
saure, Buttersaure, Valeriansdure, Capronsiure, Heptylsiure, Glykol- 
saure und Benzoesdure nur zum Teil als Methylester destillieren: 
Cystein und Cystin zersetzen sich unter Methylmercaptanbildung 
kein anderer Stoff geht in das Destillat iiber. Da Ameisensiure, Cystein 
und Cystin leicht zu entfernen sind, galt es, die Essigsiure in Anwesen. 
heit der oben erwahnten organischen Saéuren zu bestimmen. Dies ist 
moéglich auf Grund des verschiedenen Widerstandes dieser Sauren gegen 
die Oxydation durch Chromschwefelsiure. Nach Verseifung des Methy!- 
acetats wird das alkalische Destillat in zwei Halften geteilt und ver- 
dampft, um den Methylalkohol zu entfernen. Eine Halfte der Saure- 
mischung wird durch Silberbichromat und 60°, Schwefelsaéure voll- 
kommen oxydiert, die andere durch Kaliumbichromat in geeigneter 
Konzentration und 50% Schwefelsiure oxydiert, d.h. unter Bedin- 
gungen, bei welchen die Essigséure unverandert bleibt, wahrend die 
anderen Sauren angegriffen werden. Da der Oxydationsprozentsatz von 
Propionsaure, Buttersaure, Valeriansiure, Capronsdure und Heptylsaure 
unter solchen Bedingungen fast gleich ist, kann man daraus leicht die 
Menge der Essigsaure in der Lésung erhalten. Benzoesaéure und Glyko! 
saure, die verschiedene Oxydationsprozentsatze zeigen, stéren die Essig. 
sdurebestimmung nicht, weil sie, als Methylester destilliert, sich auf 1) \, 
der anfanglichen Konzentration verringern. Die Methode erlaubt, in 
organischen Fliissigkeiten bis zu 1 bis 0,5 mg Essigséure zu bestimmen, 
mit einem wahrscheinlichen Fehler, der kleiner als + 10°% ist. 
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Uber organische Katalysatoren. 
XXIII. Mitteilung!?: 
Die Formaldehydkondensation als organische AutoKatalyse. 1°. 
Von 
Siegfried Hiinig. 
(Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Techn. Hochschule Dresden.) 
(Eingegangen am 11, Mai 1912.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Seit die Beobachtung gemacht wurde, daB sich Forma!ldehyd zu 
zuckerartigen Produkten kondensieren |aBt, sind viele Versuche unter- 
nommen worden, um Einblick in die Vielfalt der Reaktionen zu er- 
langen. Dabei war vor allem die Beobachtung von H. Schmalfuss® 
bedeutungsvoll, daB die Kondensation eine Autokatalvse ist. 

Diese Auffassung konnte nun kiirzlich W. Langenbeck? endgiiltig 
beweisen. Er fand namlich, daB d’e Kondensation ohne Katalysator 
erst nach einer langen Induktionsperiode einsetzte. Dabei lieferte der 
eigentliche Kondensationsver!auf eine S-férmige Kurve, wie sie fiir 
Autokatalysen charakteristisch ist. Wesentlich war aber, da mit 
aiquimolekularen Mengen organischer Katalysatoren (vor allem einfacher 
Zucker) genau gleiche Kurven entstanden, die sich von der ersten nur 
durch eine mehr oder weniger kurze Anlaufzeit unterschieden. Wenn 
aber sowohl mit wie ohne Katalvsator schlieBlich der gleiche Reaktions- 
verlauf resultiert, muB die Kondensation in beiden Fallen durch den 
gleichen Stoff bzw. das gleiche Stoffgemisch eingeleitet werden. 

Als solche Autokatalysatoren wurden bisher Glykolaldehyd und 
Dioxyaceton genannt. 

Im Rahmen dieser Arbeiten W. Langenbecks wurden nun weitere 
Stoffe auf ihre katalytische Wirksamkeit gepriift. Es konnten hierbei 
ein neuer Autokatalysator und ein Hemmstoff ermittelt werden. 

AuBerdem erwiesen sich eine andere MeBmethode und neue 
Reaktionsbedingungen als notwendig, die im folgenden naher_ be- 
schrieben sind. 

Bisher wurde mit einer Lésung gearbeitet, die 50 ccm Wasser, 
40 ccm Methanol, 10 cem 40 °,ige Formalinlésung und 1 g Caleciumoxyd 


1 XXII. Mitt.: W. Langenbeck, Naturwiss. 30, 30, 1942. 2 |. Mitt.: 
W. Langenbeck, a. a. O. 3H. Schmalfuss u. M. Congehl, diese Zeitschr. 
185, 70, 1927. Nach D. R. Nadkarni, S. M. Mehta u. T.S. Wheeler ist auch 
die analoge Benzoinkondensation eine Autokatalyse (J. physic. Chem. 39, 
727, 1935. 
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enthielt. Die Katalysatormenge betrug !/s¢) Mo!. Die zeitliche Ab 
nahme des Forma!dehyds wurde mit der Ammoniakmethede verfo!gt 

Zunachst zeigte es sich, daB der bisher verwendeten Ammoniak. 
methode Mangel anhaften, die die Reproduzierbarkeit der Werte in 
Frage stellen kénnen, worauf schon in der ersten Arbeit ausdtiicklic) 
hingewiesen wurde. Z. B. findet mari unter den frither angegebenen 
Bedingungen gleich zu Anfang nur noch etwa 70°, der tatsachlict, 
eingesetzten Formaldehydmenge. Die gefundenen Werte sind in hohem 
MaBe abhangig von der Calciumionenkonzentration, d. h. um reprodu. 
zierbare Werte zu erhalten, mu8 der Kalk immer in gleich feiner Ver 
teilung vorliegen und die Lésung vor dem Auspipettieren gut durch.- 
veschiittelt werden. Die Riicktitration des Ammoniaks mu man stets 
gleich schnell vornehmen, weil der Indikator nach der Neutralisation 
sofort wieder umschlagt. Da die Probe 10 Minuten in der ammonia- 
kalischen Lésung verbleibt, ist mit der Méglichkeit zu rechnen, dali 
bei Anwesenheit guter Katalvsatoren die Kondensation wahrend diese1 
Zeit noch fortschreitet. 

AuBerdem hatte sich bei der Wiederholung der Versuche gezeigt 
da®B bei Verwendung anderer Kalksorten unter sonst gleichen Bedin- 
vungen die Kondensationszeiten stark schwankten. Dabei mu8 betont 
werden, dali innerhalb einer Kalksorte die Werte reproduzierbar bleiben. 
so daB die frither angegebenen Aktivitatsverhaltnisse der bisher unter- 
suchten Katalysatoren in ihrer Giiltigkeit nicht bertihrt werden. Jedocl: 
sind die Werte nicht absolut reproduzierbar. 

Um das zu erreichen, wurden neue Standardbedingungen aus- 
gearbeitet, wobei der Formaldehyd mit Fuchsinschwefliger Saure 
kolorimetrisch bestimmt wurde, 


1. Die MeBmethode, 


Als Grundlage dient die Tatsache, da8 in stark saurer Loésung 
nur Formaldehyd mit Fuchsinschwefliger Saiure eine weinrote Farbunz 
gibt. Der negative Ausfall der Reaktion trifft nach eigenen Versuchen 
insbesondere auch fiir Oxyaldehyde (z. B. Glykolaldehyd) zu. Fi 
quantitative Bestimmungen des Formaldehyds wurde die Reaktion 
zuerst von Fellenberg! benutzt. 

Formaldehyd und Fuchsinschweflige Saure 1a8t man zunachst 
konzentriert aufeinander einwirken, fiillt dann auf ein bestimmtes 
Volumen auf und kolorimetriert. Wie aber Abb. 1 zeigt, ist es sehr 
wesentlich, wieviel Zeit zwischen Auffiillen und Kolorimetrieren vergeht. 

1 Diese Zeitschr, 85, 45, 1918; zitiert bei Bamann u. Myrbdck, Methoden 
der Fermentforschung, S. 1032. 
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da die Lichtabsorption zunachst stark absinkt, dann einige Stunden 
konstant bleibt, wieder etwas ansteigt, um dann weiter zu fallen. Be- 
ricksichtigt man diese bisher unvermerkte Tatsache nicht, so sind 
leicht Fehler von 10 bis 15°, méglich, vor allem, wenn die Probe mehr 
als 383mg Formaldehyd ent- 





halt. ine 

Mehrere Versuche fiihr- | 
ten zu folgender Arbeits- 
weise. Gebraucht werden: , | 

1. Fuchsinschweflige Saure. J 2a) \, 
, : ‘ ; “< 2 
5g gepulvertes Fuchsin wird = ss si sini 
mit 12 g Natriumsulfit und n diesem 
=, = 

100cem 2 n-Schwefelsaéure mit Zeitraum messen 
destilliertem Wasser zum Liter 
gelést. Man laBt 2 Tage unter 150 ee 
+ tee 0 50 H 120 150 10 290 240 290 300 BIO 360 G90 2OMn 
Schiitteln stehen, saugt rasch 6 G0 190 Bo CO AY Ie ae 2oMin. 
abund bewahrt die leicht gelb- Abb. 1. Gemessener Formaldehydgehalt in Ab- 
liche Loésung lichtgeschiitzt hingigkeit von der Zeit nach dem Auffiillen 


auf. 

2. Verdiinnte Schwefelsiure. Volumenverhaltnis 1: 1. 

In einen mit Gummistopfen verschlossenen 25 ecm Erlenmeyerkolben 
werden 2 cem Schwefelsaure und 5 cem Fuchsinschweflige Séiure gegeben. 
Auf die Lésung gibt man die in einer Auswaschpipette von 0,100 cem 
entnommene Probe, spiilt mit 1c¢em Wasser nach und labt nach Um- 
schiitteln den verschlossenen Kolben | Stunde stehen. Die dunkelrote 
Losung wird dann auf 500 cem aufgefiillt und nach weiteren 3 Stunden 
kolorimetriert, 

Der groBe tote Raum der Pipette erschwert bei der geringen Viskositit 
der Lésung ein genaues Abmessen auBerordentlich. Dies gelingt aber leicht, 
wenn man durch einen Gummistopfen einen eben passenden Glasstab in 
die Pipette eimfiihrt. Dureh langsames Hochdrehen des Stabes wird die 
Losung eingesaugt und festgehalten. Zum Nachspiilen wird der Stempel 
entfernt! (Abb. 2). 


Abb. 2.) Auswaschpipette mit Glasstempel 








Die Messung wurde in dem ausgezeichneten lichtelektrischen Kolori- 
meter nach Havemann® vorgenommen,. Als Lichtquelle diente eine Glih- 
lampe. Intensitatsainderungen in deren Emissionsspektrum durch Alterung 
les Gliihfadens wurden durch tagliche Eichung des Gerdtes vermieden, 
Dabei wurden durch Variation eines Vorschaltwiderstandes nach Einsetzen 
eines dazu gelieferten Filters die Photostr6me bei einem  bestimmten 
Trommelwert zur Kompensation gebracht. Um kurzzeitige Intensitats- 
schwankungen auszuschalten, wurde die Stromstirke mit einem Eisenwasser- 
stoffwiderstand konstantgehalten. 


1 Diese gliickliche Lésung verdanken wir Herrn Prof. Dr. MW. Boetius. 
* R. Havemann, diese Zeitschr, 801, 105, 1939. Bezugsquelle W. Kaw 
hausen, Berlin-Dahlem. 
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Abb. 3 zeigt eine EKichkurve. Die farbige Lésung wurde in de 
0.5m dicken Kiivette mit dem Filter VG 2 1,5 mm kolorimetriert 
Ks wurden verschiedene Mengen der Formaldehydvorratslésung ve 
messen, deren Gehalt durch Titrieren nach der Wasserstoffsuperoxyd. 
Methode! bestimmt worden war. Die Feblergrenze dieser kolori 

metrischen Methode liegt bei 
1%, wie Parallelversuche 








esi _—  zeigten. 
pro 
© aw 2. Die neuen Reaktions- 
pol hedingungen, 
720} Diese Bedingungen sollten 
680) nicht nur absolut reproduzier 
. bar sein, sondern auch die Ver 
i wendung von in Wasser schwe: 
52 léslichen Katalvsatoren — ve. 
480 | / statten. Dabei sollte es még 
pe lich sein, festzustellen, ob det 
re / Katalysator sich  tatsichlich 
720 in Lésung befand. Da ferner 
28 nicht die Katalysatormenge, 
ot sondern das molare Verhaltnis 
wei von Katalysator zu Formal!de- 
os hyd ausschlaggebend ist, wurde 
80} es auf 1: 50 festgesetzt, wobei 
40| die Lésung an Formaldehyd 
meer lee 100480 ea aa 7m 300 einmolar sein sollte. Bei Ver 
CH20 —» wendung von 100 ecm Gesaint- 
Abb. 3. Eichkurve fiir das Havemann-Kolori- lésung entspricht das somit 


meter zur Bestimmung von Formaldehyd mit 


fuchsinschwefliger Siiure. m /500 Katalysator und m 10 


Formaldehyd. 


Um Zufalligkeiten durch Oxydation eines vielleicht vorhandenen 
luftempfindlichen Zwischenstoffs auszuschlieBen, wurde  gereinigte! 
Stickstoff auf die Lésung geleitet, auBerdem wurde mit einem Wittschen 
Zentrifugalriihrer durchmischt. Am Schlu8 jeder Reaktion wurde de! 
pu-Wert mit einer Jenaer Glaselektrode gepriift. Die Temperatu: 
wurde in einem Héppler-Ultra-Thermostaten auf 35 ~ 0,019 konstant 


vehalten. 


| Blank u. Finkenbeiner, Ber. 31, 2979, 1898; Gattermann u. Wielan/ 


Praxis des organischen Chemikers. Es wurden aber n/l0 Lésungen \ 


wendet. 
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Aus mehreren Versuchen erwies sich folgende Zusammensetzung 
der Reaktionslésung als die zweckmabBigste : 

10cem Glycerin wassertret, 

75 cem Methanol, 

4g Caleiumchlorid (neutral, von Merck), 

m/500 Katalysator, 

10 cem 4n Natronlauge, 

5eem Wasser, 

3g Formaldehyd. 


Diese Zusammensetzung hat folgenden Sinn: 

Durch Erhéhung der Alkoholkonzentration wird die Léslichkeit 
des Caletumhydroxyds so stark herabgedriickt, daB die Kondensation 
auch bei Zusatz von guten Katalysatoren sehr trage verlauft. Durch 
Glycerin wird aber das Calciumhydroxyd als Komp!exverbindung zum 
groben Teil gelést und die Bedingungen werden wesentlich giinstiger. 
Wirklich reproduzierbar wird die Reaktionslésung erst dadurch, dal 
das Hydroxyd in der Lésung ausgefallt wird. Dabei ist die Menge 
an Natronlauge so bemessen, da noch tiberschiissiges Calciumchlorid 
vorhanden ist. 

Zur Herstellung der Lésung gibt man in den Jenaer Kolben aus 
einer Pipette 10 ccm entwassertes Glycerin, spilt die Pipette mit 
70 cem Methanol aus einer Biirette nach, lést dann 4g Calciumchlorid 
auf und setzt den Katalysator zu. Erst wenn alles gelést ist, werden 
l0cem 4 n carbonatfreier Natronlauge zugegeben: dabei fallt ein Teil 
des Calciumhydroxyds flockig aus. Der Kolben wird sofort verschlossen 
in den Thermostaten gehangt, wobei unter Stickstoff geriihrt wird. 

Den Formaldehyd entnimmt man aus einer Vorratslésung von 
30 Gew.-% Gehalt, die man durch Einleiten von depolymerisiertem 
Paraformaldehyd in ein Gemisch gleicher Volumina von Methanol! 
und Wasser erhalt. Der Gehalt dieser sehr bestandigen Lésung wird 
nit der Wasserstoffperoxydmethode ermittelt. 10 cem dieser Formalin- 
josung werden in einem eben passenden Tropftrichter im Thermostaten 
vorgewirmt und zur Zeit Null in den Reaktionskolben gegeben. Zur 
Kontrolle wird sofort zu Beginn eine Messung durchgefiihrt. 


Unter diesen Bedingungen wurden nun eine Reihe von Kataly- 
satoren gemessen (Kurven Abb, 4). 

Beim Vergleich mit den von Langenbeck angegebenen Kurven! 
zeigen sich sehr charakteristische Unterschiede: Wahrend dort ohne 
Katalysator die Halbwertszeit nach 300 Minuten erreicht wird, ist 


1 Siehe Fu®Bnote ! auf der ersten Seite dieser Arbeit. 
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hier schon nach 180 Minuten die Halfte Formaldehyd umgesetzt 
(Kurve 3). Dies ist offenbar mit auf den héheren Alkoholgehalt zuriick- 
zufiihren (frither 40°, jetzt 75°), da die Kondensation durch Alkohol. 
zusatz beschleunigt wird, wie schon Loew! beobachtete. Eine wesentliche 
Rolle spielt aber dabei der andere Zustand des Caleiumhydroxyds. Ganz 
zweifellos ist das Calciumkation bzw. aus ihm gebildete Komplex. 
verbindungen fiir die Bildung des Autokatalysators von groBer Be. 
deutung?, ja selbst bei Verwendung von Katalysatoren laBt sich das 
Calciumhydroxyd nicht durch beliebige Basen (bei gleichem py) ersetzen 


} 

t + 

| a 
| 

a1 


o 
100\ mit Glykolaldehyd. \ »mit Redukton ohne Katalysafor 
| AN ~" 


Abb. 4. Kondensation von Formaldehyd. 






CH,0 —e 





Die oft angefiihrte Bezeichnung ,,schwaches Alkali‘: bei der Formaldehyd- 
kondensation trifft nicht das Wesentliche. 


AuBerdem zeigen die Kurven, dab die eigentliche Kondensationszeit 
jetzt 200 Minuten dauert — friiher 90 Minuten: Wahrend unter den 
alten Bedingungen naimlich der pu-Wert zwischen 13 und 14 liegt, ist 
er durch den Alkohol- und Glycerinzusatz auf 8,7 gesunken, wie die 
Messung mit der Jenaer Glaselektrode ergab. Auch aus anderen Ver 
suchen geht hervor, daB die eigentliche Kondensationszeit vom ); 
abhangt: Sie wachst mit sinkendem py. Die Zeit bis zum Primarakt 
dagegen wird vom Basenkation (und vom Katalysator) bestimmt. 


Interessant ist die Wirksamkeit des Reduktons (Enol-Tartron- 
aldehyd), weil diesem Stoff die Rolle eines Autokatalysators zukommen 
kann (Kurve 2). Wie Luler und Martius* zeigten, entsteht in alkalischet 
Lésung besonders aus den niederen Zuckern sehr rasch Redukton. Dats 


1 O, Loew, Chem.-Ztg. 21, 243, 1897. 2 Siehe auch A. Kusin, Chem 
Zentralbl. 20, 11, 3906, 1938; L. Orthner u. BE. Gerisch, diese Zeitschr. 25%. 
30, 1933; H. Lampe, Dissertation Miinchen 1926; H. u. A. Buler, Ber. 3%. 
39, 45, 1906. 3 Ruler u. Martius, Ann. 505, 73, 1933. 
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tedukton wahrend der Kondensation entsteht, wurde durch Titration 
in saurer Lésung mit Jod und auch mit 2, 6-Dichlorphenolindophenol 
nachgewiesen. Weil nun Redukton wahrend der Reaktion entsteht 
und anfangs zugesetzt die [Induktionszeit herabsetzt, muB es einer der 
Autokatalysatoren sein. 

Ein sehr interessanter Beitrag zur Frage des Reaktionsmechanismus 
ist ferner die neue Beobachtung, daB die Formaldehydkondensation 
durch aromatische Nitrokérper auBerst stark gehemmt wird (Abb. 5). 


Gegeniiber der Kondensation ohne Katalysator wird mit m/500 
p-Nitrotoluol die Halbwertszeit sechsfach verlangert. Die Tatsache, 
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Abb. 5. Kondensation von Formaldehyd. 


daB die Reaktion aber doch noch in der ttblichen Weise in Gang kommt, 
beweist, da der Nitrokérper den Autokatalysator so lange durch eine 
chemische Reaktion abfiaingt, bis er selbst verbraucht ist. Tatséchlich 
ist am Ende der Kondensation der Geruch nach Nitrotoluol véllig 
verschwunden. 

In einem Ansatz nach den friiheren Bedingungen, der 10 g Caleciumoxyd, 
500 cem Wasser, 400 cem Methanol, 4 g p-Nitrotoluol und 100 cem 35° ige 
kaufliche Formalinlésung enthielt, waren nach 5 Wochen bei 40° im 
Brutschrank noch 20 g Formaldehyd enthalten. Dabei war in der farb- 
losen Lésung der Kalk eben gelést und noch viel Nitrotoluol unver- 
indert. 

Wabhrscheinlich wird der Nitrokérper reduziert, wobei dem Knick- 
punkt a die Reduktion zu Nitrosotoluol, dem Knickpunkt } die Bildung 
von p-Toluylhydroxylamin bzw. Azoxytoluol zukiéme. Wir sind noch 
damit beschaftigt, die Reaktionsprodukte zu isolieren!, 

Damit ist grundsatzlich gezeigt, daB nicht nur Kettenreaktionen, 
sondern auch Autokatalysen durch Inhibitoren gehemmt werden 
kénnen. 


1 Nach R. BE. Lyons u. M. E. Pleasant (Ber. 62, 1723, 1929) wird Nitro- 
benzol durch Benzoin in alkalischer Lésung zu Azoxybenzol reduziert. 
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AuBer den genannten Verbindungen wurden noch folgende Stoff 
gemessen, die auf Grund ihrer Konstitution wenigstens zu voriibe: 
gehenden Anlagerungen von Formaldehyd fahig sein sollten: 


Glykolsdureath ylester Methionsadurediphenylester 
Glykolsdurenitril Tribenzoylmethan 
Malonsaurenitril Cyanoform. 


Alle diese Stoffe waren véllig unwirksam, die Kondensation verlic! 
genau so wie in ihrer Abwesenheit. Das deutet darauf hin, daB die wirk. 
same Gruppierung der Katalysatoren sehr spezifisch sein muB. Bedenkt 
man ferner, daB alle bisher hierfiir bekannten anorganischen und 
organischen Katalysatoren lediglich die Bildung des Autokatalysators 
beschleunigen, so sieht man, da dieser eine Spezifitét aufweisen mul 
wie man sie sonst besonders bei den Fermenten findet. 


Herrn Prof. Dr. Langenbeck méchte ich fiir die Anregungen zu diese: 
Arbeit aufrichtig danken. 
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Uber den Vitamin B,-Gehalt verschiedener Hefen 
und seine Beeinflussung. 
VII. Mitteilung: 

Die Priifung verschiedener Pyrimidinderivate auf deren Eignung 
als Vorstufen fiir die Biosynthese von Aneurin und Cocarboxylase. 
Von 
Hermann Fink und Felix Just. 

(Aus dem Institut fiir Giarungsgewerbe und Starkefabrikation 
der Universitat Berlin.) 

(Eingegangen am 10, April 1942.) 

In der vorausgehenden VI. Mitteilung! zeigten wir, dal bei gleich- 
zeitigem Angebot von 2-Methyl-4-amino-5-oxymethyl pyrimidin und 
!. Methyl-5-oxdthy!-thiazol die an und fiir sich auxo-autotrophe, wilde 
Hefe Torula utilis Aneurin bzw. Aneurinpyrophosphat synthetisiert. 
Die Aucbeuten dieser Biosynthese erreichen in giirender und selbst - 
girender Torula den theoretisch méglichen Betrag; bei allmahlicher 
Zugabe der genannten Komponenten (im Zulauf) mit der Nahrlésung 
zur Ziichtung im Liiftungsverfahren treten dagegen abnlich wie bei 
Zugabe kompletten Aneurins echte Verluste auf, so da die Ausbeute 
auf im Mittel etwa 70°% absinkt. Aber auch in diesem relativ un- 
giinstigsten Falle ist die Ausbeute an komplettem Vitamin B,, und 
zwar sogar an dessen phosphorylierter, wertgesteigerter Form als 
Cocarboxylase, besser als bei der chemischen Synthese des Aneurin- 
molekiils, bei welcher es notwendig ist, das obige Pyrimidin-Zwischen- 
produkt erst noch mit H Br-Eisessig zu verestern und dann mit dem 
Thiazolderivat zu kondensieren. Beide im Vergleich zur Biosynthese 
zusitzliche Reaktionsstufen sind natiirlich mit mehr oder weniger 
groBen Ausbeuteverlusten bei der rein chemischen Synthese verbunden. 
Daher ist die Verwendung der genannten Komponenten zur biosyntheti- 
schen Hefevitaminisierung wesentlich vorteilhafter als der Zusatz von 
komplettem Aneurin, womit, wie wir in den vorhergehenden Mitteilungen 
dieser Reihe zeigten, ebenfalls eine Vitamin B,-Anreicherung der Hefen 
erzielbar ist. 

Eine weitere praktische Vervollkommnung und Rationalisierung 
wire, wie wir schon friiher' andeuteten, erreicht, wenn es gelange, mit 
noch friiheren Zwischenprodukten der chemischen Synthese als die 
oben verwendeten Derivate die Biosynthese des Aneurins bzw. der 


1 H. Fink u. F. Just, diese Zeitschr. 811, 287, 1942. 
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Cocarboxylase mit guter Endausbeute zu vollziehen, und somit di 
naturgegebene, synthetische Leistungsfaihigkeit der Zelle voll auszu- 
schépfen. 

Bei der chemischen Synthese erfolgt die Darstellung der Pyrimidin. 
komponente des Ancurins nach Andersag und Westphal! auf folgen 
dem Wege: 

Durch Kondensation von Acetamidin mit Formylbernsteinsaure- 
ester erhalt man [2-Methyl-4-oxy-pyrimidyl]-5-essigester (I), woraus 
durch Phosphoroxychlorid [2-Methyl-4-chlor-pyrimidy]]-5-essigester (II) 
entsteht. Durch Umsetzung mit fliissigem Ammoniak unter Druck 


HOHC 
NH C—CH,-COOC,H,; 
H,C—C¢ + | 
A NH, O=C —-OC,H, 
H 
C C 
N C—CH,-COOC,H, N C—CH,:-COOC,H 
ee | POC! ‘< | 
C C ° ‘ C C 
CH; N OH CH; N Cl 
I, [2-Methyl-4-oxy-pyrimidy]]- II. [2-Methyl-4-chlor-pyrimidy! 
5-essigester 5-essigester 
H H 
eS. C 
N C—CH,-CONH, N’ C—CH,- NH 
» | > | 
NH, Cc Cc ee Cc LC 
CH, N ‘NH, eee CH; N NH, 
fl. [2-Methyl-4-amino-pyrimidy]]- IV. 2-Methyl-4-amino- 
5-acetamid 5-aminometh yl-pyrimidin 
H H 
C C 
N ‘SC—CH, OH N C—CH, Br 
HNO, | H Br-Kis- ! 
eee Ae a Sag 
CH, N NH, CH; N NH, 
V. 2-Methyl-4-amino- VI. 2-Methyl-4-amino- 
5-oxymethyl-pyrimidin 5-brommethyl-pyrimidin 
CH, CyH,OH 
CH, CH, -CH, OH H Br | 
| | C + C C 
=== N C—CH,—N¢ | 
N 4 —> | CH—S 
‘CH-—S C C 


4-Methy]-5-oxathyl- CH,’ N NH, - HBr 
thiazol Aneurin-hydrobromid 


! Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 70, 2035, 1937. 
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erhalt man [2-Methyl-4-amino-pyrimidyl]-5-acetamid (III), das beim 
Hofmannschen Abbau das 2-Methyl-4-amino-5-aminomethyl-pyrimi- 
din (IV) gibt. Mittels salpetriger Saéure erhalt man daraus 2-Methyl- 
4-amino-5-oxymethyl-pyrimidin (¥), dessen OH-Gruppe sich in Eis- 
essigbromwasserstoft gegen Br austauschen laBt, wobei das Dihydro- 
bromid des 2-Methyl-4-amino-5-brommethyl-pyrimidin (VI) erhalten 
wird, welches schlieBlich beim Erhitzen mit 4-Methyl-5-oxathyl- 
thiazol das komplette Aneurinmolekiil ergibt. 

Die chemische Synthese der Thiazolkomponente ist demgegeniiber 
wesentlich einfacher. Als erstes Kondensationsprodukt mit Thiazol- 
skelett entsteht gleich Tp, das nach der Verseifung schon das ,,richtige™ 
Thiazol T gibt. 


CH, CH, 
| | 
C—N C—N 
CH - CH 
C—8 C—8 
CH,-CH,-0-C,H, CH, -CH,OH 
Tr, r 


Fiir unsere Untersuchung verwandten wir bisher nur dieses Thiazol- 
derivat T, da uns dessen Vorstufen vorlaufig nicht zuganglich waren, 
waihrend wir die obenstehenden Pyiimidinderivate I bis V durch- 
priiften. AuBerdem stellten wir auch entsprechende Versuche mit 
dem Pyrimidinkérper VIE an, der bekanntlich nach Grewe! durch 
Kondensation von Acetamidin mit Athoxy-methylen-malon-dinitril 
auf sehr elegante Weise erhalten wird 


H 
C 
NH OGM, N’ \c-Cc=N 
H,C—C CH si 
NH, ° oe C C 
; C=N CH, n7 ‘NH, 
C=N VII. 2-Methyl-4-amino- 
5-nitrilo-pyrimidin 
H 
C: 
N C—CH,-NH, 
re | 
H» C a 
CH N ‘NH, 


und schlieBlich durch katalytische Hydrierung den obigen Pyrimidin- 
kérper IV ergibt. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem, 242, 89, 1939. 
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Die Pyrimidinderivate I bis IV und VIL wurden uns ebenso wie schon 
Pyrimidinderivat V, dessen eingehende Untersuchung wir in der vorauf 
vehenden Mitteilung beschrieben, in hebenswiirdiger Weise von Herrn Prot, 
Horlein, 1. G. Farbenindustrie Elberfeld, zur Verfiigung gestellt, wofiir wi 
nochmals unseren besten Dank zum Ausdruck bringen méchten. 


Durchfiihrung und Ergebnisse unserer Versuche. 
(Unter experimenteller Mitarbeit von Frl. W. Hénisch.) 


Die Pyrimidinderivate I bis VII und der Thiazolkérper wurden in 
Wasser, gegebenenfalls unter Zugabe von etwas Salzsaiure, aufgelést. 
100 cem Lésung enthielten jeweils soviel mg kristallisierte Substanz, 
wie dem Molgewicht entsprach. Bei (theoretisch) vollsténdiger Um- 
setzung zu komplettem Aneurin waren also jedesmal 1 cem Pyrimidin- 
ldsung plus 1 cem Thiazollésung 3370 y Aneurin-Hydrochlorid stéchio- 
metrisch aquivalent. Da zu den jeweils noch naher zu beschreibenden 
Versuchsansatzen 3,0 cem bzw. 5,0 cem Pyrimidinlésung und 3,0 cem 
bzw. 5,0cem Thiazollésung zugegeben wurden, waren jeweils als 
theoretische Héchstausbeuten der Biosynthese 11110 bzw. 16850 y 
Aneurin, bezogen auf Aneurin-Hydrochlorid, zu erwarten. 


Versuche mit wachsender Torula bei der Ziichtung 
im Liiftungsverfahren. 

Die Ziichtung der Torula im Liiftungsverfahren mit Glucose als C- Quelle 
und ausschlieBlich anorganischen Nahrsalzen erfolgte im = sogenannten 
.Stutzenversuch*: nach Fink und Krebs, In der folgenden Versuchsserie 
wurden 12,0 g¢ Torula als Stellhefe, 20 g Glucose (halber Normalansatz) und die 
entsprechende Nihrsalzmenge verwendet. Zur Nahrlésung wurden je 5cem 
der obigen Pyrimidin- und Thiazol-Lésung zugegeben (was einer Aneurin 
menge von 16850 7 stéchiometrisch aquivalent ist, s. oben); die Zugabe 
zur wachsenden Hefe erfolgte also ebenfalls im Zulauf. Die Ergebnisse 
dieser Versuchsserie sind in der Tabelle I wiedergegeben. 

Ergebnis der Versuchsserie I. Die Biosynthese von Vitamin B, ist 
bei Zugabe der Pyrimidinderivate I, H, Hf und VIE nur geringfiigig 
vréBer als bei Zugabe von 4-Methyl-5-oxathyl-thiazol allein, durch 
welches, wie wir schon friiher feststellten!, eine (schwache) Zunahme 
der Vitamin B,-Synthese der Torula verursacht wird. Die Ausbeuten 
an echtem Aneurin sind demzufolge mit 0,2 bis 0,5°%, der theoretisch 
moglichen sehr klein: ob dariiber hinaus etwa Aneurinhomologe (z. B. 
mit Athylenbriicke statt der Methylenbriicke zwischen den beiden 
heterocyclischen Kernen) gebildet wurden, die zwar kein fluoreszierendes 


! H, Fink u. F. Just, VI. Mitteilung dieser Reihe, diese Zeitschr. 311, 
299, 1942. 
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Tabelle I. 





Zugabe von 5ccm _ mA Hefeernte Aneuringehalt der Erntehefe 


Thiazollésung ‘Trooken- | Teocken- 
plus Seem Lésung substanz- substanz- i071 davon Aneurin- in % der 
von Pyrimidin- gehalt menge Trocken-  pyrophosphat Theorie 
derivaten substanz (16850 ;) 


°o o 


o a ° 


I 43,7 ey 35 > 78 0.5 
II 46,2 23,16 : 80 0,5 
lil 45,3 22, ¢é 2 > 36 0,2 
IV 47,2 Z1z2 y 2040 3 
\ 46,8 2 8i 2460 { 
Vil 49,2 Z > 66 
Alleiniger 
Zusatz von | 
, sans 47,9 | 22, . é > 
»eem Thiazol- | ’ 48 
l6supg 
Nullversuch 1473 93.9 11.0 23 ~ 90 0 
ohne Zusatz 
* Gesamt-Aneurin in der Hefeernte minus Gesamt-Aneurin in der Hefeernte des Nullversuchs. 
Die Ziichtungs- plus Waschfliissigkeit war praktisch aneurintrei 


Thiochrom geben, aber doch von physiologischer Wirksamkeit sein 
konnten, muB noch durch den Tierversuch entschieden werden. Jeden- 
falls hat sich ergeben, da®B die Hefe, wenn tiberhaupt, dann nur sehr 
schwer die um ein C-Atom zu lange Seitenkette der Pyrimidinderivate I 
bis II um dieses C-Atom zu verkiirzen imstande ist. Desgleichen gelingt 
ihr anscheinend auch nur sehr schwer (wenn tiberhaupt), die Nitril- 


gruppe des Pyrimidinderivates VIE zu hydrieren, wahrend dies mittels 


katalytischen Wasserstoffs sehr wohl méglich ist (Grewe, |. ¢.). 

Im Gegensatz dazu ist das 2-Methyl-4-amino-methyl-pyrimidin (LV) 
von praktisch gleicher Wirksamkeit wie das in der chemischen Synthese 
als folgende Reaktionsstufe erhaltene 2-Methyl-4-amino-5-oxymethy]- 
pyrimidin (V), welches von uns schon frither untersucht wurde. Bei 
Verwendung des Derivates IV an Stelle V wiirde man also die Umsetzung 
von IV mit salpetriger Saure einsparen; in Hinsicht auf das biosynthe- 
tische Endprodukt, namlich das Aneurinpyrophosphat, leistet also die 
Hefe auf einmal, was die chemische Synthese nach dem obigen Reaktions- 
weg in vier Stufen (1. Umwandlung von IV in V mit HNOsz, 2. Ver- 
esterung von V mit HBr-Kisessig zu VI, 3. Verkniipfung von VI mit 
Thiazol zu Aneurin, 4. Phosphorylierung von Aneurin zur zelleigenen, 
natiirlichen Cocarboxylase) vollzieht. Man kann also sehr wohl von 
einer Uberlegenheit der lebenden Zelle sprechen, die das synthetische 
Ziel auf rationellere und, beziiglich auBerer EKinwirkung, miihelosere 
Weise erreicht. - 

Hinsichtlich Ausbeuten und anderer Momente ergaben sich bei den 
Ziichtungen praktisch keine Unterschiede. 
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Il. Versuche mit gdrender Torula. 


Die Garansitze enthielten, ganz ahnlich wie in friiheren Versuchen mit 
Pyrimidinderivat V, in 200 cem 10 g abgepreBte Torula utilis, 20 g Glucose, 
2g Nahrsalze und jeweils 3cem Lésung des Thiazols und der angegebenen 
Pyrimidinderivate. Die Ansatze blieben etwa 20 Stunden bei Zimmer 
temperatur der Garung tiberlassen. Danach wurde die Hefe abzentrifugiert, 
zweimal mit je 50 cem Wasser ausgewW&aschen und auf die schon friiher be- 
schriebene Weise nach der Ritsertschen Methode der Gehalt an freiem und 
gesamten Aneurin bestimmt. Die Ergebnisse dieser Garversuche sind in 
der Tabelle IIT zusammengestellt. 


Tabelle II. 





Aneuringehalt der Torula nach der Garung 


Zugabe von 3cem Thiazol- 
lésung plus je 3cem Lésung 
von Pyrimidinderivaten 


davon phospho- 
rylierendes 
Aneurin 


i) 


Aneurin in der 
gesamten Hefe 


Gesamt-Aneurin 
in y/lg Trocken- 
substanz 


o ? 


I 

II 
Il 
IV 
Vv 
Vil 


35 
37 
38 
197 
252 
30 


. 90 
> 90 
> 90 


90 
90 


- 90 


46 
52 
de 
400 
654 
86 34 





Alleiniger Zusatz von 31 
38eem Thiazollésung 
Nullversuch ohne Zusatz 22 > 90 52 0 


> 90 88 32 


* Differenz zwischen Aneurinmenge in der vorbehandelten Hefe und der des Nullversuchs 


Ergebnis der Versuchsserie 11. Im wesentlichen ergibt sich also bei 
den Giransatzen dasselbe Bild wie in den Ziichtungen der vorstehenden 
Versuchsserie I. Es hat zwar hier den Anschein, als ob das Amino- 
methyl-pyrimidinderivat TV dem Oxymethylderivat V etwas nachsteht, 
jedoch hat sich in anderen Versuchen auch die umgekehrte Reihenfolge 
ergeben, so daB es sich wohl nur um die tibliche Streuung bei biologischem 
Material handelt. 


III. Versuche mit gdrender PreBhefe (Rasse M). 

Die Garansaitze sowie deren Aufarbeitung waren die gleichen wie in 
der vorstehenden Versuchsserie II, natiirlich mit dem Unterschied, dais 
an Stelle von Torula utilis Backerhefe (Rasse M des Instituts fiir Garungs- 
gewerbe) verwendet wurde. Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle 111 
zusammengestellt, 


Ergebnisse der Versuchsserie III. Die Backerhefe Rasse M verhalt 
sich ganz ahnlich wie die Torula: Die Pyrimidinpraparate I, II, Ill 
und VII kénnen von ihr, selbst bei Anwesenheit aquimolarer Thiazol- 
mengen, zur Aneurinsynthese, wenn iiberhaupt, dann nur in sehr gering- 
fiigigem Umfange ausgenutzt werden. Dagegen fiihrt das Angebot der 
Pyrimidinderivate IV und V bei gleichzeitiger Gegenwart der Thiazol- 
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Tabelle III. 





Aneuringehalt der Bickerhefe nach der Girung 

Zugabe von 3ecm Thiazol- ; 
lésung plus 3cem Lésung 
von Pyrimidinderivaten 


davon phospho- Aneurin in der 
ryliertes Aneu- gesamten Hefe- 
rin ernte 


0 Y 


Gesamt-Aneurin 
in 7/1g Trocken- 
substanz 


I 
II 
il 
IV 
V 
Vil 

Alleiniger Zusatz von 

3ecem Thiazollésung 

Nullversuch ohne Zusatz é 40 


komponente zu einer duBerst starken Anreicherung im Vitamin B,-Gehalt, 
der unter jenen Bedingungen 30- bis 1¢mal héher ist als der der Kontrolle. 
Das Anreicherungsvermogen dieser Bdckerheferasse ist, wie wir schon 
friiher feststellten, unter sonst gleichartigen Bedingungen noch groper als 
hei der Torula. 


IV. Versuche mit untergdriger Bierhefe. 

Die Versuche wurden mit der untergarigen Bierhefe (Hochschul- 
3rauerei an unserem Institut) in sonst gleicher Weise wie bei den vorher- 
gehenden Versuchsserien angesetzt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle LV 
zusammengestellt. 


Tabelle IV. 





Aneuringehalt der untergdrigen Bierhefe nach der Girung 


Zusatz von 3 cem Thiazol- 
lésung plus 3cem Lésung 
von 


I 

Il 

Ill 

IV 

y 

Vil 
Alleiniger Zusatz von 

Thiazollésung 

Kontrolle ohne Zusatz 


Ergebnisse der Versuchsserie IV. 


Gesamt- Aneurin 
in 7/1 g Trocken- 
substanz 


\ 


davon phospho- 
rvlierendes 
Aneurin 


43 
19 


70 


Aneurin in } 
der Gesamt- 


in % der 

Kontrolle 
(656 7) 
Lefe 


o 


694 
660 
683 
608 
710 
621 
624 


656 


Diese untergarige Bierhefe kann 


also aus keinem der angebotenen Pyrimidinderivate mit der gleichzeitig 
vorhandenen Thiazolkomponente des Aneurinmolekiils synthetisieren, 
womit unser friiherer Befund (Pyrimidinpraparat V) bestatigt wird. 
Ebenso wie bei der PreBhefe ist auch bei der Bierhefe das Verhaltnis 
von freiem Aneurin zu phosphoryliertem Aneurin viel labiler als bei der 
Torula. 
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V. Versuche mit obergdriger Bierhefe. 
Die Versuche wurden mit obergariger Bierhefe (Hochschul-Brauerei a 
unserem Institut) in sonst gleicher Weise wie bei den vorhergehenden Ve1 
suchsserien angesetzt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle V zusammen 


gestellt. 


Tabelle V. 





Aneuringehalt der obergdrigen Bierhefe nach der Giirung 


a a 3 ccm Thiazol- an . davon phospho- aie in % det 
Osung plus 3cem Lésung Gesamt-Aneurin rylierendes Aneurin in } Kontrol! 
von in yl g Trocken- Ppa der Gesamt- ‘ Or 
/ Aneurin (195 y) 
substanz Hete 


° 
o 


I 83 5: 216 

II 79 58 205 

Ill RD 221 1. 26 

IV 153 ) 398 103 

V 97 f 252 + 57 

Vil : 5: 18 23 
Alleiniger Zusatz von a ¥ 23} 36 
3eem Thiazollésung 


Kontrolle ohne Zusatz 195 0 


Ergebnis der Versuchsserie V. Die obergdrige Bierhefe ahnelt also in 
ihrem Verhalten der Torula und der Backerhefe und unterscheidet sich 
wie diese von der untergdrigen Bierhefe. Die Zugabe von 4-Methyl- 


5-oxathyl-Thiazol allein fiithrt schon zu einem merklichen, wenn auch 
zahlenmaBig nicht sehr groBen Anstieg im Vitamin B,-Gehalt. Das 
gleichzeitige Angebot der Pyrimidinpriparate I, If, HI und VIE ver 
ursacht keine feststellbare Zunahme. Dagegen ist diese obergdrige Hef: 
zur Synthese von Aneurin aus Pyrimidinderivat IV und V plus Thiazol 
bejdhigt. Unter den sonst vergleichbaren angewandten Bedingungen ist 
ihr biosynthetisches Vermégen allerdings schwacher als das der Torula 
und der Backerhefe. Die Befunde lieben erkennen, daf von der ober- 
girigen Bierhefe das Aminomethyl-Pyrimidin IV sogar besser ausgenutzt 
wird als das in der chemischen Synthese folgende Oxymethyl-Derivat V 
Ahnlich wie bei der Backerhefe und der untergdrigen Bierhefe ist bei 
der obergdrigen das Verhaltnis von Aneurin : Aneurinpyrophosphat 


weniger stabil als bei der Torula. 


Zusammenfassung, 
Die folgenden Pyrimidinpraparate 
[. 2-Methyl-4-oxy-pyrimidy]-5-essigester, 
[[. 2-Methyl-4-chlor-pyrimidyl-5-essigester, 
III. 2-Methyl-4-amino-pyrimidyl-5-acetamid, 
LV. 2-Methyl-4-amino-5-aminomethyl-pyrimidin und 
VII. 2-Methyl-4-amino-5-nitrilo-pyrimidin, 
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die ebenso wie das schon friiher von uns untersuchte 2-Methyl-4-amino- 
5-oxymethvl-pyrimidin (V) als Zwischenprodukte bei der chemischen 
Svnthese des Aneurins auftreten, wurden daraufhin gepriift, ob Torula 
utilis (Futterhefe), Baickerhefe sowie untergirige und obergarige Bier- 
hefe daraus bei gleichzeitigem Angebot von 4-Methyl-5-oxathyl-thiazol 
die Biosynthese von komplettem Aneurin bzw. von Aneurinpyro- 
phosphat (Cocarboxylase) zu vollziehen vermégen. Dabei ergab sich: 

Die obigen Pyrimidinderivate I, If, HI und VIE sind bei allen 
genannten Hefen nur von sehr geringer Wirksamkeit bzw. iiberhaupt 
wirkungslos. Bei der untergdrigen Bierhefe gilt diese Feststellung auch 
hinsichtlich der Praparate IV und V. 

Das friiher untersuchte Pyrimidinderivat V laBt sich bei Torula 
utilis, Backerhefe und obergiriger Bierhefe durch das Praparat IV, 
das im Reaktionsweg der chemischen Synthese dem Oxymethyl-Pyri- 
midinderivat V voraufgeht, ersetzen. Ebenso wie bei Zugabe von V 
erzielt man durch Zugabe von IY (plus aquimolares Thiazol) sehr stark 
im Vitamin B,-Gehalt angereicherte Hefen. In Hinsicht auf das bio- 
svnthetische Endprodukt, Aneurinpyrophosphat, leisten diese Hefen 
also auf einmal, was die chemische Synthese in vier Stufen, némlich 

1. Umwandlung von IV in V mit HNOg, 

2. Veresterung von V mit H Br-Eisessig zu VI, 

3. Kondensierung von VI mit Thiazol zu Aneurin und 

4. Phosphorylierung von Aneurin zu Cocarboxylase 


vollziehen muB. Man kann also sehr wohl von einer Uberlegenheit der 
lebenden Zelle sprechen, die das synthetische Ziel auf elegantere und 
rationellere Weise erreicht als die chemische Synthese. 











Polarographische Untersuchung des Adrenochroms. 
Von 
K. Wiesner. 


(Aus der Forschungsabteilung des Radiotherapeutischen Instituts, Bulovka- 
Krankenhaus, Prag.) 
(Eingegangen am 13. Mai 1942.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Die Vermutung, daB das Adrenalin als Oxydationskatalvsator im 
tierischen Metabolismus auftritt, ist 6fters ausgesprochen worden, schon 
wegen der Analogie mit den pflanzlichen Atmungschromogenen, die 
zu den Polyphenolen gehéren, aber lange fehite ein Beweis einer solchen 
Wirkung. Als erster hat darauf 8B. Kisch (1), der die Oxydations- 
katalyse mit Adrenalin und noch anderen Polyphenolen eingehend 
untersuchte, hingewiesen und er konnte zeigen, daB diese Katalyse 
nicht durch das Adrenalin selbst, sondern durch seine chinoide Oxy- 
dationsstufe, die er mit Omega bezeichnete, ausgelést wird. Diese 
Oxydationsstufe erhoht die tierische Gewebsatmung in Konzentrationen 
von 10-4 bis 10>! molar. 


D.E.Green und D. Richter (2) haben bewiesen, daB die Lactico- 
und Malicodehydrase mit Coenzym 1, einem Ubertrager und einem 
Ketonfixativ, das die entstehende Ketosaiure bindet, reagiert. Das 
Adrenalin und das Proteoflavin sind die einzigen zwei Verbindungen, 
die als Ubertrager in diesem System auftreten kénnen. Das Adrenalin 
bedarf aber eines spezifischen Faktors, der seine Kopplung in dieses 
System ermdoglicht. 


Nach D. E.Green und D. Richter kann die Rolle dieses Faktors 
das fast ubiquitére System Cytochrom-Indophenoloxydase und noch 
ein anderes HCN unempfindliches System des Herz- und Skelett- 
muskels, welches wahrscheinlich mit Cytochrom b identisch ist, tiber- 
nehmen. Die Wirkung dieses Faktors besteht in der Oxydation des 
Adrenalins zu einem Farbstoff, der von den Autoren Adrenochrom 
genannt wurde, und die nach folgendem Schema vor sich geht: 


CH-OH CH-OH in 
CH, . ONS Wl. acs —CH-OH 
| | 


HNCH, HNCH, CH, 
NCH, 
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Ahnliche Produkte entstehen auch bei der Oxydation mit Jod 
und Brom, mit dem Unterschied, da8 hier ein Halogensubstitutions- 
produkt der Struktur: 

Ox 
; CHOH 
pou X 
NCH, 


oF 


entsteht. Weiter wird das Adrenalin durch Ferricyanid, KJ O,, Hamatin 
und durch das Kupferproteid-O, aus Pilzen oxydiert. Alle diese Oxy- 
dationsprodukte haben keine basischen Eigenschaften, was auf einen 
tingschluB hinweist, und reduziert geben sie die Brenzcatechinreaktion 
mit FeCl,. Das Potential des Systems Adrenalin reduzierte Form 

-Adrenalin oxydierte Form wurde von £.@. Ball und T. 7. Chen 
bestimmt (3). Die Autoren haben wegen der groBen Geschwindigkeit 
der Adrenochrombildung eine besondere Str6mungsmethode angewandt 
und haben die Werte +-0,380 [px — 7 (Wasserstoffelektrode)], Neigung 
0,058 Volt pro pu-Einheit festgestellt. 

Das System Adrenochrom oxydierte Form—Adrenochrom reduzierte 
Form wurde potentiometrisch bis jetzt noch nicht untersucht. Da aus 
der Theorie der Stromspannungskurven fiir die reversiblen Redox- 
systeme folgt, daB die polarographische Kurve eine ausgesprochene 
-arallele der potentiometrischen Titrationskurve ist und daB die polaro- 
graphischen Halbstufenpotentiale bei einem reversiblen Redoxsystem 
mit dem Normalredoxpotential identisch sind (4,5, 6,7), wurde in 
der vorliegenden Arbeit die Messung der Potentiale des enzymatisch 
oxydierten Adrenalins auf polarographischem Wege vorgenommen. 
Es bleibt noch zu bemerken, daB Heyrovskys polarographische Methode 
in diesem Falle, wie noch gezeigt wird, wegen der Unbestandigkeit der 
Leukoform in saurer und einigermaSen auch der oxydierten Form in 
alkalischer Lésung allen anderen Methoden, bei denen die Reduktion 
chemisch zustande kommt, tiberlegen ist. Da die Reduktion hier elek- 
trisch verlauft und die Quecksilberoberflache standig in kurzen Perioden 
erneuert wird, kann man auch ohne weiteres mit solchen Systemen, 
deren reduzierte Form auBerst unbestandig ist, arbeiten. 


Experimenteller Teil. 

Zu der Oxydation des Adrenalins wurde ein Priiparat der Poly- 
phenoloxydase nach JD. Keilin und 7. Mann (8) aus einer geziichteten 
Sorte der Psalliota oder Agaricus campestris angewandt. Dieses Pra- 
parat wurde durch Auspressen, Aussalzen mittels (NH4)oSO,-Dialyse, 
Bleiacetatfallung und zweimalige Adsorption an Tricalciumphosphat 
gereinigt. Das Trockengewicht des so hergestellten Fermentpraparats 


Biochemische Zeitschrift Band 313. 4 











5U K. Wiesner: 

betrug 0.9mg ccm, Die Aktivitaét wurde manometrisch im Warbury 
Apparat und kolorimetrisch durch die sogenannte Purpurogallinzah| 
bestimmt. QO, = 210000, PZ = 140. In der Lésung des reinen 
Adrenalins wurde keine charakteristische Stufe in Ubereinstimmunyg 
mit den potentiometrischen Angaben von £.G. Ball und 7. 7’. Chen. 
nach denen das Redoxpotential des Adrenalins viel zu positivist, 
gefunden. Die Angaben von J. Kockelmeyer und L. Hauss (9) iiber eine 
Reduktionsstufe des Adrenalins bei p,, — 8 (0,60 Volt) und bei pu = 3 
(0,97 Volt) konnten nicht bestatigt werden. Der Widerspruch erklart 
sich wahrscheinlich daraus, dai die Autoren mit verhaltnismabig 
groBen Konzentrationen arbeiteten, bei denen sich vielleicht eine 
Verunreinigung des Praparats geltend machte. Adrenalin selbst zeigt 
bei Polarographie keine Reduktion. Nach Zugabe eines Tropfens des 
Fermentpraparats und Durchleiten von Sauerstoff wurde die Lésung 
rot und es erschien eine Stufe. Die Héhe dieser Stufe entspricht mehr 
als der Halfte des anwesenden Adrenalins. In Betracht, daB die Oxy- 
dation nicht bis zu Ende gegangen und daB das Oxydationsprodukt, 
besonders in alkalischer Lésung, ziemlich unbestindig ist, k6nnen wir 
diese Stufe dem Adrenochrom von JD. £.Green und D. Richter (2) 
zuschreiben, und zwar um so mehr, da das gemessene Halbstufen- 
potential den Vorstellungen dieser Forscher auf Grund der Oxydations- 
reduktions-Verhaltnisse mit den Dehydrasesystemen gut entspricht. 


Die Messung der Redoxpotentiale. Zu der Feststellung der py-Ab- 
hangigkeit des Halbstufenpotentials wurde zuerst die Universalpuffer- 
lésung nach H.T.S. Britton und R.A. Robinson (10) angewandt. 
Da sich aber Anomalien im Verlauf der Halbstufenpotential-py-Kurve, 
die wahrscheinlich auf Komplexbildung der Orthohydroxyverbindung 
mit Borsadure zurtickzufiihren sind, bemerkbar machten, wurde statt 
dessen ein Phosphatpuffer nach Sorensen, der aus m/15 KH PO, und 
m/15 Na, H PO, besteht, angewandt. Zu einer kontinuierlichen py-Ande- 
rung unter Luftabschlu8 wurde eine Titrationseinrichtung nach J. Hey- 
rovsky und N. V. Emelianova (11) benutzt. 


is wurde so gearbeitet, daB zu 5cem der KH, PO,-Lésung, welche die 
gewiinschte Menge von Adrenochrom enthielten, allmahlich 0, 0,128, 0,556, 
2,14. 3,34 und 5,00 ccm gleich starker Adrenochromlésung in Na,HPO, 
zugefiigt wurden. Die zweite Versuchsreihe war dieselbe, aber die KH, PO, 
Lésung wurde zu der Na, HPO,-Lésung zugegeben. Die einzelnen py-Werte 
waren: 4,53, 5,31, 5,91, 6,47, 6,64, 8,81, 6,98, 7,15, 7,65, 8,04, 8,30. Alle 
Messungen wurden in einer Lésung, aus welcher der Sauerstoff durch einen 
Wasserstoffstrom entfernt worden war, durchgefiihrt. Die Halbstufen 
potentialwerte beziehen sich auf die n-Kalomelelektrode bei 20°. Die volle 
Galvanometerempfindlichkeit betrug 2,04- 10~* Ampere pro mm Ausschlay 
Es wurde !/, der vollen Galvanometerempfindlichkeit benutzt. Die polaro 
graphische Apparatur wurde von der Firma Dr. Nejedly, Prag-Vokovice. 
hergestellt. Fiir die Messung der Halbstufenpotentiale wurde absichtlic! 
eine méglichst niedrige Konzentration gewahlt (etwa 2+ 10~* molar), so 
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Polarographische Untersuchung des Adrenochroms. dl 
daB die Diffusionsstréme einen Wert von etwa 10°‘, 107° Ampere hatten, 
In dieser Weise kann das innere Potentialgefille ganz vernachlissigt werden 
und die Kurve stellt eine Strompotentialkurve dar. 


Abb. 1 gibt die polarographischen Kurven einer etwa 2 - 10~4- 
Adrenochromlésung bei 20° bei verschiedenen px-Werten wieder. 
Bei den Potentialmessungen wurde natiitliches Adrenalin der Firma 
Parker & Davis und synthetisches |-Adrenalin der Firma Schuchardt 
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Abb. 1. Haibstufenpotentiale //1;, des Adrenochroms bei den angegebenen pu-Werten. 
Die Kurven fangen bei dem Potential der n-Kalomelelektrode an. 


e ° » P ° ss 
benutzt und eine weitgehende Ubereinstimmung gefunden.  Fiir 
pu = 4,53 bis 8,30 wurden die folgenden Halbstufenpotentialwerte, auf 
die normale Kalomelelektrode bezogen (nicht korrigiert auf das 
Fliissigkeitspotential), gefunden: 
Potential Potential 
PH in mV in mV 
4,58 118 3,98 241 
5,30 155 ye 254 
5,91 185 7,65 289 
6,47 217 S 312 
227 se 333 


6,81 236 
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Aus der Abb.2 ist ersichtlich, daB die pxu-Abhangigkeitskurve 
im alkalischen Gebiet die Neigung 0,58 mV pro px-Einheit besitzt. 
Bei pu = 6,6 befindet sich eine ganz kleine, aber trotzdem immer 
reproduzierbare bajonettartige Knickung und im sauren Gebiet biegt 
die Kurve zu negativeren Werten. Diese Biegung hangt, wie noch 
weiter gezeigt wird, von der Konzentration ab und verschwindet fast 
vollkommen bei sehr kleinen Konzentrationen. Der Unterschied der 
Indexpotentiale //,,, — If, ist im 
ganzen pu-Bereich etwa 17 bis 19 mV. 
Das ist also etwas mehr als der nor- 
malen Zweielektronreduktion (13,8 mV) 
entsprechen wiirde. 
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Beweis der Reversibilitat. 


Die polarographische Kurve ist 
nur dann der potentiometrischen Titra. 
tionskurve streng analog, wenn es sich 
um ein in bezug auf die Quecksilber- 
tropfelektrode reversibles System han- 
delt. Der Beweis der Reversibilitat 
PES beruht nun darauf, daB die Lésuny 
Abb. 2. Halbstufenpotentiale aes @llmahlich chemisch reduziert wird, 
Adrenochroms in Abhiingigkeit vom wobei das Verhalten der Stufe beob- 
Pa ' we nKalomely achtet wird. Sinkt die kathodische 

Stufe unter die Galvanometernu!l!- 





, 


H 


punktlinie und verwandelt sich in eine anodische Stufe, ohne die Lage 
des Halbstufenpotentials zu verandern, so kann das System als rever- 


sibel betrachtet werden. 

‘Reduktion mit Sulfit und Hydrosvifit. Sulfit und Hydrosulfit 
reduzieren das Adrenochrom unter Entfarbung, so daB man verfolgen 
kann, daB die Reduktion wirklich fortschreitet. Diese Entfarbung trat 
in allen vorliegenden Versuchen ein, wenn sich auch gleichzeitig die 
Stufe in den anodischen Stromstiarkebereich verschob. Es kann sich 
also keineswegs um eine, zum ersten Male von VW. Kalousek |vg! 
l.c. (12)] beschriebene Stromaddition handeln. Bei der Reduktion 
mit Sulfit und Hydrosulfit im alkalischen Bereich bei pu = 8,3 sinkt 
die Stufe kontinuierlich unter die Galvanometernullpunktslinie, wird 
aber immer kleiner; gleichzeitig wachst eine neue kathodische Stufe 
bei einem etwa 700 mV negativeren Potential an. Es ist auffallend, 
da8 die Summe der beiden Stufen etwas gréBer ist als die urspriingliche 
Stufe (s. Abb. 3). 

Im sauren Bereich sinkt wahrend der chemischen Reduktion dic 
Adrenochromstufe iiberhaupt nicht unter die Galvanometernu!'punkts- 
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Polarographische Untersuchung des Adrenochroms. 53 
linie, sondern sie verschwindet allmahlich und gleichzeitig wachst 
wieder die erwaihnte kathodische Stufe an (Abb. 4). 


Dieser Umstand ist jedoch kein Zeichen einer Irreversibilitat, 
sondern das Verschwinden der Adrenochromstufe ist auf einen schnellen 
Zerfall der Leukoform im sauren py-Bereich zuriickzufiihren. 
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Abb. 4. Reduktion einer Adrenochromlésung mit Hydrosulfit bei py = 4,5 und 20°C, 
Anodisch-kathodische Polarisation. 


Dieser Zerfall findet zwar auch im alkalischen Bereich statt, aber 
viel langsamer (s. Abb. 5). Seine Geschwindigkeit hangt von der 
Temperatur ab. Bei 0°C bleibt die anodische Stufe des reduzierten 
Adrenochroms bei gleichem pu wahrend langerer Zeit fast unverandert. 


Je kleiner das px ist, desto schneller wird der Zerfall der Leukoform. 
Bei po = 4,5 kann der Zerfall nur dann verfolgt werden, wenn er 
durch Abkiihlung auf 0° verlangsamt wird (s. Abb. 6). 
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Wir sind daher berechtigt, auch im sauren Bereich das Adrenochrom 
als reversibel in bezug auf die Quecksilbertropfelektrode anzusprechen. 
Die zweite kathodische Stufe, die bei der Reduktion durch Sulfit oder 
Hydrosulfit entsteht, wird wahrscheinlich durch eine Additionsverbin- 
dung des Sulfits mit einem Derivat des Adrenochroms, das bei einer 
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Abb. 5. Zeitlicher Verlauf des Zerfalls des reduzierten Adrenochroms. Kurve 1 gehért zu einer 
Adrenochromlésung, Pq = 8,3, Kurve 2 wurde gleich nach der Reduktion mit Hydrosulfit, 
Kurven 3 bis 6 in Intervallen von 5 Minuten aufgenommen, 20°C, 
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Abb. 6. Zeitlicher Verlauf des Zerfalls des reduzierten Adrenochroms bei py = 4,5 und (0 ( 
Kurve 1 gehért zu einer Adrenochromlésung vor der Reduktion. Kurve 2 wurde gleich nach 
der Reduktion, die Kurven 3 bis 6 in Intervallen von 5 Minuten aufgenommen. 
Anodisch-kathodische Polarisation. 


Konkurrenzreaktion bei der Reduktion entsteht, verursacht. Eine 
ihr analoge aber nicht ganz identische Stufe, die bei der Reduktion 
mit Hydrazin entsteht, wird wahrscheinlich ebenso auf ein Additions- 
produkt mit Hydrazin oder Diimid zuriickzufiihren sein (siehe weiter 
unten). Die Natur dieser Verbindungen aufzukliren gelang bisher 
noch nicht. 





irom 
hen. 
oder 
*bin- 


»iner 


| einer 
sulfit, 


Kine 


‘tion 


ions- 
eiter 


isher 


Polarographische Untersuchung des Adrenochroms. | 


Reduktion mit Hydrazinsulfat. 


Die Reduktion mit Hydrazinsulfat im sauren und im alkalischen 
Bereich verlauft langsamer, so daB sich ihr Verlauf hauptsachlich im 
sauren Bereich bequem verfolgen laBt. 

Es wurde ein Uberschu8 von Hydrazinsulfat zu einer Adrenochrom- 
ldsung px 8,3 zugefiigt und alle 5 Minuten eine Kurve aufgenommen. 
Dabei entfarbte sich im Laufe der Zeit die Lésung und die Stufe des 
Adrenochroms sank kontinuierlich unter die Galvanometernullpunkts- 
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Zu einer Adrenochromlisung, Pq = 4,5, wurde ein UberschuB von Hydrazinsulfat zu- 
gefiigt. Kurve 1 vor der Zugabe, die weiteren in Intervallen von 10 Minuten. 
Anodisch-kathodische Polarisation. 


linie. Sie wurde aber immer kleiner und es entstand eine neue kathodische 
Stufe bei einem etwa um 200 mV negativeren Potential. Diese Stufe 
ist aber nicht mit der ahnlichen Stufe bei der Sulfitreaktion identisch. 
Die Summe der beiden Stufen ist auch etwas gréBer als die ur- 
spriingliche Stufe. Im sauren px-Bereich ist die Reduktion etwas 
langsamer und es entsteht eine anodische Stufe, die aber viel kleiner 
ist (s. Abb. 7). 

Ks scheint, daB Hydrazin eine Stabilisierung der Leukoform auch 
in saurer Lésung hervorruft. 


Konzentrationsabhingigkeit der Stufe, 

Im alkalischen und neutralen py-Bereich ist das Halbstufen- 
potential von der Stufenhéhe unabhangig. Nur bei sehr groBen Unter- 
schieden in der Stufenhéhe findet eine ganz kleine Verschiebung um 
3 bis 4mV zu negativeren Potentialen statt (s. Abb. 8). 

Dagegen ist in saurer Liésung eine ziemlich starke Verschiebung 
der Halbstufenpotentiale zu negativeren Werten bei Zunahme der 
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Konzentration zu beobachten. Die Differenz IT; ,, —/], ; bleibt dabej 
ungefahr konstant (s. Abb. 9). 
Uber diese Anomalie wird noch weiter unten die Rede sein. 


im t 
pH= G3 
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Abb. 8. Konzentrationsabhingigkeit des Halbstufenpotentials des Adrenochroms bei Pu = 8,3. 
Konzentrationsbereich von etwa 2-10-4 m zu 5- 10-5 m. 
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Abb. 9. Konzentrationsabhingigkeit des Halbstufenpotentials des Adrenochroms bei pu = 4,5. 
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Einflu8 der Tropfgeschwindigkeit. 


Der EinfluB der Tropfgeschwindigkeit wurde in saurer und in 
alkalischer Lésung durch allmahliches Heben des Quecksilberbehalters 
untersucht und es wurde eine Konstanz des Halbstufenpotentials 
auch in saurer Lésung festgestellt. 

Weiter wurde der Einflu8 der Temperatur auf das Halbstufen- 
potential gepriift. Mit der Erhéhung der Temperatur kann man nur 
bis 39—40°, wo das Adrenochrom in alkalischer Lésung ziemlich 
unbestandig ist, gehen. Bei dieser Temperatur zerfallt das Adrenochrom 
schnell, was sich durch Braunwerden der Lésung, Abnahme der Stufen- 
hohe und Bildung einer anodischen Stufe bei einem etwa um 200 mV 
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positiveren Potential bemerkbar macht. Diese anodische Stufe bildet 
sich in alkalischen Adrenochromlésungen auch bei normaler Temperatur. 
Mit wachsender Temperatur verschiebt sich das Halbstufenpotential 
zu negativeren Werten, wie aus Abb. 10 ersichtlich ist. 

Diese Verschiebungen sind etwas gréBer als bei einem reversiblen 
Redoxsystem iiblich ist. Mit wachsender Temperatur nimmt der 
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Abb. 10. Temperaturabhangigkeit des Halbstufenpotentials des Adrenochroms bei py = 8,3. 


Temperaturkoeffizient etwas ab. Auch die Differenz //,,, —J/,,, wird 
mit erhéhter Temperatur etwas kleiner und bei 39° betragt sie 13,8 mV, 
das ist also ein Wert, der einer normalen Zweielektronenreduktion 
entspricht. Bei 0° dagegen betragt diese Differenz fast 20 mV. 


Anomale Verschiebung der Halbstufenpotentiale in saurer Lésung, 


Eine Erklarung der anomalen Verschiebung des Halbstufen- 
potentials in saurer Lésung wurde auf verschiedenen Wegen gesucht. 
Die Ursache dieser Verschiebungen kann kaum auf dem schnellen 
Zerfall der Leukoform in saurer Lésung beruhen, da bei 0°, wo dieser 
Zerfall bedeutend langsamer ist, Verschiebungen von gleichem Ausma} 
gefunden wurden. AuBerdem sehen wir leicht ein, daB durch so einen 
Zerfall, wenn er schnell genug ware, um sich in der kurzen Tropfzeit 
geltend zu machen, sich das Halbstufenpotential nur um einen be- 
stimmten Betrag zu positiveren Potentialen verschieben wiirde. Ver- 
schiebungen des Halbstufenpotentials mit Anderungen der Konzen- 
tration kénnten dadurch nicht hervorgerufen werden. Weiter wurde 
versucht, die Erklarung dieses Phanomens in der Dimerisation der 
oxydierten oder reduzierten Form zu finden. Die Annahme der Dimeri- 
sation der oxydierten Form kénnte tatsachlich die Verschiebung des 
Halbstufenpotentials mit steigender Konzentration nach negativeren 
Potentialwerten qualitativ erklaren. Sie weist gleichzeitig auf eine 
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Unabhingigkeit des Halbstufenpotentials von den Konstanten det 
Kapillare, was experimentell bewiesen wurde. Leider ist die Uberein- 
stimmung nur qualitativ, da die gemessenen Verschiebungen gréBer 
sind als die Theorie zulaBt. Da eine solche Berechnung noch nicht 
durchgefiihrt wurde, wollen wir sie zum SchluB in aller Kiirze wieder- 
geben, und zwar sowohl fiir die Dimerisation der oxydierten als auch der i 
reduzierten Form. Bei dieser Rechnung wurde der Weg eingeschlagen, r 
den R. Brdicka (12) in seiner Arbeit iiber die Gestalt der polarographi- 

schen Kurven bei Entstehung der Semichinone und ihrer Dimeren 

angibt. 





Dimerisation der oxydierten Form. 


Die Konzentration der oxydierten und reduzierten Form ty bzw. ro 
an der E'ektrodenoberfliche muB bei einem reversiblen System in 
jedem Augenblick die Gleichung 


0 BE ie sotee Se = (1) 


erfiillen. Weiter gilt nach der Diffusionsgleichung von D. Ilkovie (13) 
fiir die Stromstarke. 
2 J'ro = a. (2) 
g ist der Proportionalitétsfaktor der Ilkovicschen Gleichung. Die 
Summe der Konzentrationen der oxydierten, reduzierten und dimeren : 
Form an der Elektrodenoberflache ist gleich der molaren Konzentration 
der oxydierten Form in der Lésung. 
la < 
lott +2d) =a = a9 (3) 
SchlieBlich gilt fiir das Gleichgewicht der oxydierten Form und des 
Dimeren die Gleichung 
d 
a = kK. (4) 
to 
Aus den Gleichungen (2), (3) und (4) kénnen wir 7» und fg als Funk- 
tionen i bestimmen und durch Einsetzen in die Gleichung (1) bekommen 
wir die gesuchte Gleichung der polarographischen Kurve. 


i testes i— iy 
T = 29° 2Kty +t) + 2Qy = Q, 
5 Ot. ee 
a J ‘Wea —" 
iii re aa 
RT 2 Ki : 
IT = Il, — In (5) 
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: 
Das Halbstufenpotential erhalten wir durch Einsetzen i = <, 
I] IT id l ah 6) 
li, = = r — n <Seaoasen = e ( ) 
E © 2 -g+VP+2Kgig 


Kine ganz analoge Rechnung gilt fiir den Fall der Dimerisation der 
reduzierten Form 


IT = I, hah be = lt 
0” oF n . (1 b) 
29% +4gdy = i, (2b) 
Z iy 
to + To + 2 dy = @: 24’ (3 b) 
2 
d, 
4 =&, (4b) 
RT —g+V? +4Kgi . 
= Sash secon ‘ . ; ; 5b) 
ites tik | eae yo ES ae ( 
| RT —g+Vgt+2Kgiy : 
IT,), ae IT, — oP In K i : (6b) 


Aus der Gleichung (6) kénnen wir einfach die Potentialverschiebung 
IT, —IT,,, in Abhangigkeit von dem Produkt K -i, berechnen. 


(Zo Mj) 2F 


Rr? Kita 
€ “ a ey 
—g+\9+2Kgi, 
2 (ip —M),) 2F (Mo —th),) 2F 
Ki, =2q\e RI aa R1 
Ki 2 (io — th),) My — Th), 
“a 10 0,029, __ IQ 9,029 (7) 
29 


Aus dieser Gleichung ist ersichtlich, daB /J, —J/,,, von der Tropf- 
geschwindigkeit unabhangig ist, da i, dem Gliede g proportional ist. 
Mit der Erhéhung des Diffusionsstromes i, verschiebt sich //,,, zu 
negativeren Werten. Bei der Grenzverdiinnung, bei i, = 0, ist 
IT, 2 sas IT. 

Betrachten wir jetzt die Verschiebung //,,, bei zehnfacher 1,-Er- 
héhung. Bei Ki, —0, also wenn keine Dimerisation stattfindet, ist 
diese Verschiebung — 0. Bei wachsendem Ki, wird die Verschiebung 
immer gréBer, aber sie kann nicht unbeschrankt groB werden, sondern 
nahert sich einem Grenzwert. Bei sehr groBem K kénnen wir das zweite 
Glied der Gleichung (7) vernachlassigen und dann betragt die Ver- 
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schiebung 14,5 mV. Da die beobachtete Verschiebung etwas gr6Ber ist, 
wurde von der Berechnung der Dimerisationskonstante abgesehen. 
Ebenso wurde die Annahme eines héheren Polymeren fallengelassen, 
da dessen Vorkommen unwahrscheinlich ist. Der richtige Mechanismus 
ist wahrscheinlich verwickelter als angenommen wurde, er kénnte aber 
qualitativ den hier gegebenen Vorstellungen entsprechen. Ganz analog 
bekommen wir fiir die Dimerisation der reduzierten Form die Gleichung 
Ki, 2( 7 A I) I}, — Ho 

women ats — 10 


0,029 - 
5} 7 ; (4 b) 


= 10 
Es gilt hier alles, was schon iiber die Gleichung (7) gesagt wurde, mit 
der Ausnahme, da8 sich /7,,, zu positiveren statt zu negativeren Werten 
verschiebt. 

Die Kurve ist nicht mehr zentrosymmetrisch, was aus den Differen- 
zen der Indexpotentiale ersichtlich ist. Fiir die Dimerisation der 
oxydierten Form gilt 





RT 1—g9+V+2 
TI, 7 TT; a ae In 4 SS, 
2PF  2—giVy+3Kgiz 


RT 2—g+VeP+Kygiy 
oad: HF wrens perie (9) 
2P 3 —g+V e+ 2K gig 





ao} 


Fiir die Dimerisation der reduzierten Form: 


RT 2 -g+Ve+kgi, 


if, ti, «ee ee od Sis (8b) 
ge EGP 4S gs, 
RT 1—g4+Vg?+2Kgi, 

Hl;,,—Ihy, = s— ms Bp A ttol te F (9b) 
e  2P 2g V4 3 Kyi, 


Zusammenfassung, 


Die enzymatisch oxydierten Lésungen des Adrenalins zeigen eine 
polarographische Stufe, welche dem Oxydationsprodukt des Adrenalins, 
d. h. dem Adrenochrom, zugehért. Die Reversibilitat des Adrenochrom- 
Redoxsystems wurde polarographisch untersucht und die Halbstufen- 
potentiale bei verschiedenen py-Werten, die den Redoxpotentialen 
entsprechen, wurden bestimmt. Nach dieser Messung ergibt sich fiir 
pu = 7 bei 20°C fiir das Redoxpotential des Adrenochroms ein Wert von 
+ 0,044 Volt in bezug auf die Normalwasserstoffelektrode. Es wurde 
festgestellt, da die Leukoform des Adrenochroms ziemlich instabil ist ; 
ihr Zerfall wurde bei verschiedenen py-Werten und Temperaturen 
zeitlich verfolgt. Bei der Reduktion mit Hydrosulfit und Hydrazin 
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wurde die Entstehung zwei neuer kathodischer Stufen festgestellt. Das 
Halbstufenpotential des Adrenochroms verschiebt sich in saurer Lésung 
mit der Erhéhung der Konzentration zu negativeren Werten, obzwar 
der Elektrodenvorgang als reversibel erscheint. Es wurde ein Versuch 
gemacht, diese Verschiebungen auf Grund der Dimerisation der oxy- 


dierten Form zu erklaren. 


Ich méchte an dieser Stelle den Herren Prof. Dr. J. Heyroveky und 
Doz. Dr. R. Brdicka fiir die Unterstiitzung der Arbeit danken. 
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Aneurin und Bickerhefe. 
Il. Mitteilung. 
Von 
Erik Sperber. 
(Aus dem Wenner-Gren-Institut fiir Experimentelle Biologie der Universitit 
Stockholm. ) 
(Eingegangen am 14, April 1942.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


In einer fritheren Mitteilung [Sperber und Renvall (1)] wurde die 
Aufnahme von Aneurin durch die Backerhefe der schwedischen Hefe- 
fabrik in Rotebro studiert. Es zeigte sich dabei, daB diese Hefe dar- 
gebotenes Aneurin schnell und vollstandig aufnimmt und speichert. 
Garungs- oder Atmungsvorgiange sind erforderlich, damit diese Aufnahme 
zustande kommt. Schon die Eigenatmung der Hefe geniigt, um die 
Aneurinaufnahme zu erméglichen. Die Aufnahme geht indessen schneller 
vor sich, wenn ein geeignetes Substrat zugesetzt wird. Das eingelagerte 
Aneurin wird gréBtenteils in Cocarboxylase umgewandelt. 


Methoden. 


Die angewandten Methoden sind dieselben wie in der vorigen Arbeit. 
Die Versuchstemperatur wurde jedoch auf 25° herabgesetzt. 

Einige Angaben tiber die Apparatur seien hier mitgeteilt. Das Fluori- 
meter von Dr. Lange wurde fiir die Aneurinbestimmungen nach der Thio- 
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Abb. 1. Schaltung des Geriites zum Konstanthalten des U.-V.-Lichtes des Fluorimeters. 
Bei Einschaltung der Quecksilberlampe wird zuerst Stromunterbrecher [I und dann I geschlossen. 
Nach 10 Minuten wird II wieder ausgeschaltet. Der Eisen-Wasserstoffwiderstand halt den Strom 
durch die Lampe médglichst konstant. Fiir Osrams Quecksilberlampe HgQ 300 eignet sich ein 
Eisen-Wasserstoffwiderstand fiir die Stromstirke von 0,70 A und die Spannung von 50—150 Volt 


chrommethode etwas modifiziert, Auch wenn sich keine fluoreszierenden 
Stoffe im Apparat befinden, erhalt man einen Blindausschlag, der mehreren 
100 y Aneurin entspricht. Dies hat seinen Grund darin, daB die Quecksilbe: 
lampe langwelliges, rotes Licht! aussendet, weleches von dem Schwarzglas- 


! Nach Angaben von Dr. H. Borei soll es sich um Neon-Spektrallinien 
handeln. 
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filter nicht ausgeléscht wird. AuBerdem zeigt das gelbe Ultraviolettfilter 
vor der Photozelle eine merkliche Fluoreszenz. Zwischen Lampe und 
Schwarzglasfilter wurde deshalb eine Kiivette mit gesattigter Kupfersulfat- 
losung und zwischen Probe und Ultraviolettfilter eine Kiivette mit Nitritlésung 
eingestellt. Darauf zeigte der Fluorimeter einen Blindausschlag entsprechend 
0,5 bis 1 » Aneurin, was bei meinen Bestimmungen vollig zulassig ist. Um 
die teilweise sehr lastigen Schwankungen des elektrischen Netzes auszu- 
gleichen, wurde ein Eisenwasserstoffwiderstand benutzt. Die Spannung 
des Netzes wurde durch einen Spartransformator auf 300 Volt erhéht. 
Damit der Eisenwiderstand nicht bei Einschalten der Lampe durchbrennt, 
wurde eine besondere Schaltung verwendet, die in Abb. 1 gezeigt wird. 
Beim Ejinsechalten wird zuerst der Stromunterbrecher IIT und dann I ge- 
schlossen. Nach 10 Minuten wird II wieder unterbrochen. Bei dieser An- 
ordnung brennt die Lampe sehr ruhig und konstant. 


Die Adsorption von Aneurin. 


Aus der friiheren Arbeit ging hervor, daf} die Aneurinaufnahme in 
zwei Phasen verliuft, wobei die erste als Adsorption bezeichnet wurde. 
In den Versuchen zur Ermittlung der py-Abhangigkeit der Aneurin- 
aufnahme wurde eine ziemlich groBe Menge Pufferlésung zugegeben, 
um das pu sicher festzulegen. 

















Dabei verschwand die erste mn 
Phase vollstandig (Abb. 5) 50 
und die Aneurinaufnahme, 
ausgedriickt als Funktion ®& 
der Zeit, verlief nahezu ge- S 
radlinig. 
Eine nihere Untersu- = 
chung ergab, daB die Ad- § 
sorption sehr salzempfindlich 
ist. Schon die Zugabe von 
10mg NaCl zu 10¢ Hefe, P % a SN 


suspendiert in 100 ec las- 
ispendie tin I cem Wi Abb. 2. Reversibilitét der Adsorption des Aneurins 


ser, verringerte die Adsorp- an Hefe. 
. P . Si iche siitze alte ache ‘ 
tion ‘um 20 bis 30 Of Die imtliche Ansitze enthalten 0,1 g Biackerhefe und 


5,5 y Aneurin pro ccm. Aerob. Temp. = 25°C. 
Adsorpt ion ist anfangs rever- Ansatz 1 (Kurve oben) enthilt auBerdem 0,0043 Mol 
ibe} 1} = ; NaCl Liter. Die gleiche Kochsalzmenge wurde im 
81 , G@.f. Wenn man Zu Ansatz 2 nach 6 Min., in 3 nach 21 Min. und in 4 
einer salzfreien, aneurinhal- nach 51 Min. zugesetzt. 


tigen Hefesuspension eine 
Salzmenge gibt, wird ein Teil des adsorbierten Aneurins wieder frei 
(Abb. 2). Es scheint, als wiirde einmal adsorbiertes und durch Salz- 
zusatz wieder eluiertes Aneurin durch die Hefe schneller aufgenommen 
als Aneurin, welches diese Behandlung nicht durchgemacht hat. 

Wie schon aus den Abbildungen der vorigen Mitteilung hervorgeht, 
haben Glucose und Athylalkohol keine desorbierenden Wirkungen. Unter 
den anorganischen Elektrolyten, die in erster Linie untersucht wurden, 
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zeigte es sich, daB HCI, NaCl, KC], NaSCN und KH,PO, praktisch 
dieselbe Elutionskraft besitzen. NaF, das ja teilweise polymerisiert ist, 
eluiert etwas besser, Kz SO, und MgCl. noch besser, die letztgenannten 
sind etwa gleich wirksam. Am besten von allen untersuchten Salzen 
desorbiert La(NOs)3. Die Wirksamkeit dieser Elektrolyten geht aus 
Abb. 3 hervor; zanlenmaBige Vergleichswerte sind in der Tabelle I zu- 





sammengestellt. jo 
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Abb. 3. Die Adsorption von Aneurin als Funktion der Salzkonzentration der AuGenlésung 
Aneurin und Hefe wie Abb. 2. 
Da die Adsorption von Tag zu Tag merklich variierte, ist sie in Prozenten der Adsorption in 
der salzfreien Loésung angegeben. 
@ Nac A KH2PO, OQ K,Ss0, + La (N O3); 
O KCl UO NaF Vv MgCl, 
© NaSCN 
o HCl x MgSO, 


Tabelle I. Relative Desorption durch einige Salze 
gleicher Molaritat. (NaCl gleich 1 gesetzt.) 





NaSCN ... 1 K,S0O,...... 3 | La(NOs); 
KH,PO, .. 1 Mg Cl, Athylalkohol etwa 0 
MgSO, Glucose .... etwa 0) 





Ahnliche Differenzen 
zwischen den Wirkungen 
von Ionen_ verschiedener 
Valenz waren bisher nur 
beziiglich der kolloidfallen- 
den Eigenschaft bekannt. 
In dem vorliegenden Fal! 
besitzen aber, soweit aus 
den bisherigen Messungen 
hervorgeht, positive und 
0 eee 9% Mn. negative Ionen die gleiche 
Abb. 4. Die Aneurinadsorption und Aufnahme Wirkung. Die Adsorption 


in ,,salzfreier‘* Lésung bei verschiedener Tem- ‘ % : 
peratur. Aneurin, Hefe usw. wie Abb. 2. ist, wie aus Abb. 4 her- 
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vorgeht, ein wenig von der Temperatur abhangig, und zwar ist sie bei 
der Temperatur 20° rund 10°, gréBer als bei 39°. Versuche tiber die 
px-Abhangigkeit der Adsorption wurden ebenfalls vorgenommen. Doch 
sind sie Wenig genau, was darauf zuriickgeht, daB beim Verschieben des 
pu, 2. B. einer Phosphatlésung, das Verhaltnis zwischen K’-H,PO, und 
K;-HPO, verschoben wird. Da gemi8 dem oben Gesagten das letztere 
Salz eine etwa dreimal so starke desorbierende Wirkung besitzt wie das 
erste, wird dadurch die Desorption stark geandert und es ist nicht leicht 
zu entscheiden, ob die bei einem Versuch gefundene Desorption dem zu 
erwartenden Wert entspricht. Die Tatsache, daB Salzsiure und Kochsalz 
dieselbe Wirkung besitzen, spricht dafiir, dai die Adsorption im Gebiet 
zwischen py 3 bis 5 konstant ist. Andererseits lassen Versuche mit 
Succinat-Bernsteinsauremischungen bzw. Phosphatmischungen _ ver- 
muten, daB die Adsorption bei py 6 nicht so stark ist wie bei pu 4. Da 
die Pufferkapazitat der verwendeten Mengen der Puffermischungen 
bei weitem nicht gentigte, um das py festzulegen, wurde das py mit der 
Glaselektrode gemessen. Die Ergebnisse finden sich in der Tabelle IT 


Tabelle 11. Die Adsorption bei verschiedenem py. 





Millimol Bernsteinséure/100 ccm 
ee saures Succinat/100 cem 
NaCl/100 cem 


Summe einwertiger Salze 
Millimol Succinat/100 cem 


Gefundene Adsorption, % 
Berechnete 9 9 


PH 


3,8 


0,12 
0,08 
0,26 
0,34 


=9 


4,4 


0,03 
0,17 
0,15 
0,32 
69 
64 


0,11 


0,11 
0,09 
54 3 


59 48 





Millimol K H, PO,/100 ecm 
” K, HP O,/100 ccm 


3,6 


0,38 


9,0 


0.39 
0,01 


49 


6,3 


0,30 
0,10 


OA 
“tt 


Gefundene Adsorption, % 59 
Berechnete fe by 59 56 46 


Die Berechnung der zu erwartenden Adsorption ist mit Hilfe der 
in Tabelle [ angegebenen Werte ausgefiihrt. Die Konzentration jedes 
lons wurde mit der Vergleichszah! multipliziert, die Resultate addiert 
und die Adsorption gemaB Abb.3 bestimmt. Alle Angaben iiber die 
Adsorption wurden in Prozenten gemacht, dabei ist die Adsorption von 
Aneurin in salzfreier Lésung mit 100°% angenommen. Das Adsorptions- 
vermégen der Hefe schwankt von Tag zu Tag merklich. 

Bei einem Versuch mit Bierhefe aus der hiesigen Hamburger 
Brauerei konnte ebenfalls eine, wenn auch sehr schwache Adsorption 
nachgewiesen werden; sie wurde nicht naher untersucht. Auch bei 
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manchen anderen Stoffen als Aneurin ist eine ,, Adsorption‘: zu beobachten, 
Im Vorversuch wurden drei Farbstoffe untersucht, die von v. Euler und 
Florell (5) als adsorbierbar bezeichnet wurden, naimlich Methylenblau 
Patentblau A neu (anstatt Patentblau, wie v. Huler angibt) und Fuchsin 
(Tabelle ILI). 

Tabelle III. 





Ansatz 


Methylenblau 56mg 5,6 mg - 
Patentblau A, neu _ 10 mg 10 mg 
PUGHGI, WAR. 6.660 cn ses _ — . — 


eS eee eae . 180mg 180mg . 
Frische Backerhefe .... 2,5g 2,5g 2,1 2,52 2,52 
Wasser ad 50 cem + + ! 4 ee 
Von der Hefe aufgenom- 

mener Farbstoff ..... | 69%; 19% 33% 


Farbe des Hefezentri- 
fugats stark schwach schwach schwach zinnober- rosa 
blau blau blau blau rot 


Jeder Ansatz enthielt 2,5¢ Hefe auf ein Gesamtvolumen von 
50cem. Die Ansitze wurden 5 Min. lang bei 20° geschiittelt. Dic 
Farbstoffe wurden dann in den Lésungen bestimmt. In allen Fallen 
waren, wie mikroskopisch festgestellt wurde, nur einige wenige Hefe 
zellen (etwa 1 bis 3°) nach dem Versuch gefarbt. 


Nach diesem Versuch scheint es sehr wabrscheinlich zu sein, dal 
sich Methylenblau und Fuchsin wie Aneurin verhalten. Es ist demnach 
als sicher anzunehmen, daf Adsorption und Elution auf Veranderungen 
der Hefeoberflache zuriickzufiihren sind. Es ware sehr interessant 
diese Verhaltnisse niher zu studieren, doch ist mir dies aus duBeren 
Griinden nicht méglich. 


Die Aufnahme des Aneurins 
als Funktion der Wasserstoffionenkonzentration. 


Bei diesen Versuchen wurde das py durch Zugabe von verschiedenen 
Bernsteinsiure-Succinat-Puffern variiert. Nur bei pu 7,8 muBte ein 
Phosphatpuffer derselben Molaritaét verwendet werden. Es war dabei 
festzustellen, ob die Zugabe von Phosphat zu der Lésung die Aufnahme 
des Aneurins beeinfluBt. Tabelle III gibt zwei Versuche wieder. Beide 
Ansitze enthielten auf 100 ccm Gesamtvolumen 10 ¢ frische Hefe 
500 y Aneurin und 20cem 0,2 mol Bernsteinsaure-Succinatpuffer. 
pu 5. Zu dem einen Ansatz wurden auBerdem 20 cem 0,1 mol KH, PO,- 
Lésung gegeben. Tabelle LV zeigt, daB kein Unterschied zwischen den 
beiden Ansitzen besteht. Der Gebrauch von Phosphatpuffer ist also 


unbedenklich. 
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Aneurinaufnahme mit und ohne Phosphat. Vgl. Text! 





Zeit Aneu 


Min mit Phosphat 


eo 
5 5,3: 
10 5,3: 
OF 


yas) 


40 


Abb. 5 zeigt eine Anzahl Ku 
erhalten wurden. Die Konzentrat 
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da keine Ad- 

; peor 
sorption von Aneurin an 
die Hefe stattgefunden hat. 
Die deshalb 
nahezu geradlinig. Wenn 
man die Geschwindigkeiten 


der Aneurinaufnahme in y 


Kurven sind 


Aneurin /Min., g Hefe gegen 
das pu einzeichnet, erhalt 
man aus den Kurven der 
Abb. 5 und Ergeb- 
nissen eines ahnlichen Ver- 
suchs die Kurve der Abb. 6. 


ge 
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Meine Messungen sind als 
ound e eingezeichnet. Da- 
neben sind einige relative 
Phosphatase-Aktivitats- 
messungen, die Westenbrink 
und Mitarbeiter an einer 
englischen Backerhefe vorgenom- 
men haben, als X eingezeichnet. 
Ihre Messungen beziehen sich auf 
die Reaktion Aneurinphosphat 
- Aneurin -- Phosphat, wahrend 
es sich hier um die umgekehrte 
Reaktion handelt. Man sieht, daB 
die zwei Kurven sehr ahnlich sind. 
Alles spricht dafiir, daB die Phos- 
phatase von Westenbrink und Mit- 
arbeitern, die wahrscheinlich mit 
der ,, Oberhefephosphatase“ von H. 
und EF. Albers 
meinen Versuchen als Phosphatese 
wirkt die Aufnahme 
Aneurin bedingt. 


identisch ist, bei 


und von 


60 20 = Min. 
Aneurinaufnahme der Bickerhefe bei 
verschiedenem Py. 
Als Puffer dient 0,04 mol Bernsteinsiure-Succinat, 
nur bei pH 7,8 Phosphatpuffer derselben Kon- 
zentration. Aneurin,‘ Hefekonzentration usw. wie 
Abb. 2 


Abb. 5. 
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Abb. 6. Die Geschwindigkeit der Aneurin 
aufnahme als Funktion des py. 
Zwei Versuche @ und c Verhiltnisse wie 
Abb.5. Zum Vergleich sind die Werte von 
Westenbrink und Mitarbeitern bei Messung 
der Phosphataseaktivitét der Hefe einge- 
zeichnet (<). 
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Setzt man der Glucose veratmenden und vergiirenden Hefe Aneurin, 
zu, so ist die Aufnahmegeschwindigkeit ebenfalls von dem py-Wert 
abhangig, doch sind die Schwankungen nicht so groB wie ohne Glucose, 
Die oben beschriebenen Variationen der Aneurinaufnahme mit dem 
pu-Wert sind nicht auf entsprechende Schwankungen der Atmung 
zuriickzufithren. Der Sauerstoffverbrauch ist vielmehr sowohl mit a's 
auch ohne Glucose ziemlich unabhangig vom py, wie Tabelle V zeigt 


Tabelle V. py-Abhangigkeit der Aneurin-und Sauerstoffaufnahme 
der Backerhefe. 





PH 


Aufnahme von Aneurin bei Eigenatmung 
y/g, Min. 0,63 0,90 0,65 


O,-Verbrauch bei Eigenatmung Q@, ...- 11,2 10,3 9,7 


Aufnahme von Aneurin bei Glucoseatmung 
y/g, Min. 6,0 10,5 


O,-Verbrauch bei Glucoseatmung Vo, Se eS 58 59 


Die Zugabe von Aneurin hat keinen merklichen EinfluB auf die 
Atmung. Die Versuche mit Glucose sind mit nur 0,01 g Hefe pro ccm 
ausgefiihrt, anstatt wie gew6hnlich mit 0,1 g/cem. Bei Glucosezusatz 
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0 7] 60 Mn. 


Abb. 7. Beschleunigung der Aneurinaufnahme durch Zugabe von Aufbausubstanzen der Hef 
Jeder Ansatz enthalt in 100cem Lésung: 1g frische Hefe; 5 Millimol Bernsteinsdure-Succinat 
pu 5; 1,67 Millimol Glucose; 500 y Aneurin-H Cl und 0,13 Millimol K H, PO,. Nr. 2 enthalt auber- 
dem 0,2 Milimol MgCl,; Nr. 3 0,65 Millimol (NH,),S80,; Nr. 4 0,9Millimol d-l-asparaginsaures 
Natrium. Nr. 5 enthilt sowohl Mg Cl, und (N Hy). 8 0,4, wie asparaginsaures Natrium. 
Der Versuch wurde bei 18,5°C ausgefiihrt. 


zu dieser kleinen Hefemenge kann man auch beobachten, daB die Hefe 
nicht beliebig viel Aneurin aufnimmt. Bei py 3 nimmt 1 g frische Hefe 
nur 200 y auf und bei py 4 450 y. Bei héheren px-Werten liegt diese 
Grenze oberhalb 500 y. Diese Reaktionen vollziehen sich bei 25° inner- 
halb 1 Stunde. 
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Bei allen diesen Versuchen war die Zugabe von Puffersalzen so 
groB, daB keine Adsorption von Aneurin nachzuweisen war. Wie zu 
erwarten ist, -erwies sich die zweite Phase der Aneurinaufnahme sebr 
temperaturabhangig. Bei dem Versuch von Abb. 4 verhalten sich die 
genannten Geschwindigkeiten wie 0,82 :0,41 : 0,32 bei 30,1, 24,8 bzw. 
20,29, Der Quotient fiir 10° ist demnach etwa 2.5. 

Aus der friiheren Arbeit ging hervor, daB Zusatz von Substrat zu 
der Hefe die Aufnahme von Aneurin beschleunigt. Wie dort mitgeteilt 
wurde, hat Phosphat keine derartigen Wirkungen. Auch Magnesium- 
ionen sind wirkungslos. Setzt man aber der Hefe auBer Glucose auch 
Ammoniumsulphat zu, so wird die Aufnahme noch mehr beschleunigt. 
Es ist interessant, da Asparaginsaure, die ja auch als Stickstoffquelle 
fiir die Hefe dienen kann, keine derartige Wirkung hat. Wenn sowohl 
Glucose und Ammoniak als auch MgCl,, Asparaginsiure und Kalium- 
phosphat zugegen sind, geht die Aneurinaufnahme noch schneller vor 
sich (Abb. 7). 


Die Hemmung der Aneurinaufnahme durch verschiedene Verbindungen. 


Von den gewohnlichen Atmungs- und Girungsgiften wurden NaF, 
NaNs, KCN und Monojodessigsiure gepriift. 

Unter diesen hemmen JHC,COOH (0,01 molar) und NaN, 
(0,004 molar) die Aufnahme von Aneurin bei Glucosezusatz vollstandig, 
KCN (0,01 molar) dagegen nur unvollstandig. Man erzielt eine bedeutend 
stirkere Hemmung des Glucoseumsatzes der Hefe durch Fluorid, wenn 
man erst Fluorid und dann Glucose zusetzt, als wenn die Glucose zuerst 
zugesetzt wird. Da wir ja frither gezeigt haben, da die Aufnahme von 
Aneurin durch die Veratmung von Glucose beschleunigt wird, war zu 
erwarten, daB die Aufnahme bei Zusatz von Fluorid vor der Glucose 


Tabelle VI. 





Versuch Nr. 


10g Hefe 


10g Hefe Puffer py 5 10g Hefe 


= ‘Innnon | Puffer py 5) p » 
Puffer py 5 1g Glucose 79 Millimol Puffer py 5 


1gGlucose 1 Millimol . 1g Glucose 
KON NaF 


10g Hefe 
Zugesetzt bei der Zeit 0 


y 3 M illimol 


7 Mi 500» 500 y lg NaF 
Zugesetat nach 15 Min | Aneurin Aneurin Glucose 500 y 
Aneurin 
{ 500 y 
\ Aneurin 


Zugesetzt nach 30 Min 


Gesamtvolumen 100 cem 100 ccm 100 eem 100 ccm 


Geschwindigkeit d. Aneu- 
rinaufnahme y/g, Min. 7 0,05 
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bedeutend langsamer vor sich geht, als wenn die Glucose zuerst zugesetzt 
wird. Das tatsichliche Verhalten ist jedoch, wie Tabelle VI zeigt, um. 
gekehrt. 

Dieses Verhalten kann vielleicht so erklart werden, daB das Fluorid 
und das Aneurin um das Phosphat der Zelle konkurrieren. Da weniy 
iiber die Phosphatkonzentration in der lebenden Zelle bei Fluorid. 
vergiftung bekannt ist, kénnen die Vorgange nicht naher analysiert 
werden. 

Auch eine andere Stoffgruppe wurde auf ihre hemmende Wirkung 





ge rift, namlich einige Pyrimidinderivate, die mit Aneurin verwanit 
Q . 
sind. Es ist bekannt, dab einige 





50, 


dieser Stoffe die Dephosphorylie- 
ecm : 


rung von Cocarboxylase kompetitiy 
hemmen, vor allem  2-Methyl. 
4-amino - 5-methylaminopyrimidin. 
dihydrochlorid (hier nach Westen 
brink ,,Pyrimidyl** genannt). Dies 
Verbindung bewirkte bei meinem 


Aneurin in der Losung 
~~ 
S 


Versuch eine starke Hemmung der 
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Abb. 8 Die Aufnahme von Aneurin bei sehr 

geringer Konzentration des Stoffes. Die zahlenmabige GroBe der Kon 
Man sieht, da8 die Aufnahmegeschwindigkeit 
noch bei 0,1 y Aneurin/eem ebenso gro’ ist 
wie bei héheren Konzentrationen. Hefekon- werden, da es sich ergab, da B Aneu 
zentration und iibrige Verhiiltnisse wie Abb. 5. : 


stanten konnte nicht bestimmt 


rin in einer Konzentration von 
unter 0,1 y/eem von der Hefe ebenso schnell aufgenommen wird, als 
wenn die Konzentration 5 bis 10 y/ccm betragt (Abb. 8). 

Nach Michaelis und Pechstein gilt bei kompetitiver Hemmung eine! 


enzymatischen Reaktion die folgende Gleichung: 


* 
pK, 

kK, (a+ K,) 
a bedeutet die Konzentration an Aneurin in Mol/Liter. 
p as .. Konzentration an ,,Pyrimidyl* in Mol /Liter. 
K Affinitaétskonstante zwischen Aneurin und Enzym. 
K, Affinitaétskonstante zwischen ,,Pyrimidyl und Enzym 
v a ., Aufnahmegeschwindigkeit des Aneurins ohne Hem 
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mungsk6rper. 
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Da der Versuch mit einer Aneurinkonzentration von mehreren 


y/com ausgefiithrt wurde, kann man K, neben a vernachlassigen. 


Die Ergebnisse sind in Tabelle VLL zusammengestellt. 


Tabelle VII. 





Aneurin » Pyrimidyl‘ Aneurinanufnahme - : 
Ka/Kp 
y/eem yieem y/@, Min. 


‘ 


0 0,040 

5,5 9,019 0.34 
5d 0,003 O38 
0 0,043 

5,5 0,035 0,25 
5d 0,006 0,67 


Mittelwert : 0,41 


Die Werte von K,/K, stimmen nicht besonders gut tiberein, die 
Messungen mit der Thiochrommethode sind aber ziemlich ungenau und 
besonders bei héherer Aneurinkonzentration betrigt die Aneurin- 
aufnahme nur wenige Prozente der vorhandenen Aneurinmenge. Man 
darf demnach keine wesentlich besseren Ergebnisse erwarten. 

Zersetzt man Aneurin mit Sulfit, so hat keines der Abbauprodukte 
die Faihigkeit, die Aneurinaufnahme zu hemmen. 

Wie der folgende Versuch zeigt, hemmt ,,Pyrimidyl** die Dephos- 
phorylierung der Cocarboxylase auch dann, wenn die Hefe durch Er- 
wirmung get6tet wird: 

50 g Hefe wurden mit 2,5 mg Aneurinhydrochlorid und 5g Glucose 
in 125cem Wasser geschiittelt. Nach 2 Stunden bei 25° wurde die Hefe 
abgepreBt. 2 g dieser Hefe wurden mit 50 cem Salzsaiure, Wasser bzw. einer 
Lésung von 10 mg ,,Pyrimidyl** in 50 cem Wasser gekocht. In den Koch- 
siften wurde das freie Aneurin bestimmt: 

Extraktionsmittel ... H,O n/1l0 HCI n/I HCl ,,Pyrimidyl**-Lésung 
Freies Aneurin y/g .. 47 17 16 25 


Der zu erwartende Aneuringehalt der Hefe betragt etwa 50 »/g. 


Aneurinsynthese bei Ziichtung von Hefe in Melasse. 

Hefe, die in Melasse geziichtet wird, weist einen je nach der ver- 
brauchten Melassemenge verschiedenen Aneuringehalt auf. Es schien 
méglich zu sein, daB diese Tatsache ihren Grund darin hat, dafs Aneurin 
oder seine Muttersubstanzen in der Melasse in begrenzter Menge vor- 
kommen. Um dies zu untersuchen, wurde der folgende Versuch vor- 
genommen : 

Drei Kluyverkolben wurden mit 5 ¢ Stelihefe beschickt. Wahrend 
10 Stunden wurden bei starker Liiftung 17 g Melasse bzw. mit Rohrzucker- 
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lésung und Ammoniumsalzen verdiinnte Melasse zugesetzt. Temperatur + 
30°, pu ~ 3 bis 4. Als schaumdaimpfendes Mittel diente Tiirkischroti|| 


Tabelle VILL zeigt das Ergebnis. 


Tabelle VIII. 





Versuch Nr. 


| Stellhefe, g Trockengewicht ......... 
, Melasse (50,8 % Zucker) ............ 
| emer Rohrevcker .........0...0.+: 


Dazu Ammoniumsulfat und Phosphat. 


Zugesetzt: 


Hefe, g Trockengewicht ................ 
Ernte:; Ausbeute (g Hefe/100 g Rohrzucker) .... 
Stickstoffgehalt der Hefe ............... 
Alkohol wurde bei der starken Liiftung nicht gebildet. 


Aneurinbilanz. 
Zugesetzt: 1,36 g¢ Stellhefe .................. 
{ Aneuringehalt der Erntehefe, yg 


Trockengewicht ..............6. 
Gesamtaneurin der Ernte.......... 


Ernte: 


Aneurinsynthese und -aufnahme aus der Melasse 
Dasselbe pro 1g Melasse ...............200200e- 


1,36 g 
17,15 g 


5,50 ¢ 
ie oe 
41,5 vo 
7,30 % 


68 y 


dw 
22 vig 


1207 


2 
52 y 
? 


3,0 y/g 


1,36 g 
8,58 g 
4,35 g 


4,94 g 
41 % 
8,05 % 


68 y 


28 y/g 


136 y 
68 


Da in der Melasse vorhandenes Aneurin schnell und vollstandig 


8 y/g 


68 ; 


34,5 yg 
140 y 


a | 
“1 bo 


aufgenommen wird, muB die Melasse auch Bausteine fiir die Aneurin- 
synthese enthalten. Diese Bausteine wurden in Versuch I, wo die 
Ziichtungsverhiltnisse mit denen der Industrie am besten iiberein- 


stimmen, nicht vollstandig ausgenutzt. 


In Versuch 2 und 3 war bei der schlechteren Hefeausbeute die 
Veratmung von Zucker viel stérker als in Versuch 1. 
daB die gréBere Aneurinsynthese mit dieser erhGhten Atmung zusammen- 


hangt. 


der Hefe. 


Eigene Bemerkungen zur praktischen Ausniitzung der Aneurinaufnahme 


Es ist méglich, 


Die Eigenschaft der Hefe, Lésungen so gut wie vollstandig von 
Aneurin zu befreien, kénnte fiir analytische Zwecke benutzt werden. | 
Es ist wohl bekannt, da8B verschiedene Stoffe, wie z. B. Urin und Melasse. 
eine starke, in [sobutanol ,,!ésliche‘‘ Fluoreszenz zeigen, welche bei der 
Thiochrombestimmung teilweise zerstért wird. Man hat versucht, diese 
Schwierigkeiten durch Adsorption des Aneurins an Frankonit oder 
Zersetzen desselben mit Sulfit zu umgehen, Zur Adsorption kénnte 
wahrscheinlich Hefe verwendet werden. Einige Stoffe wie NaN 3, Mono- 


jodessigsadure und vor allem Stoffe der Pyrimidylgruppe stéren die Auf- 
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nahme des Aneurins durch Hefe und machen deshalb, wenn sie in héherer 
Konzentration vorkommen, die Anwendung dieser Methode unméglich. 
Nimmt man an, daB Stoffe, aus denen die Hefe Aneurin zu synthetisieren 
vermag, in einer Probe nicht vorkommen, so kénnte man die Hefe auf 
Gesamtaneurin analysieren, andernfalls muS man die Lésung unter- 
suchen. Im besten Falle kénnte man durch Anwendung einer geeigneten 
Hefe sowohl das Aneurin wie auch seine Derivate bestimmen. 


Versuche tiber dieses Problem wurden nicht ausgefiihrt, da ich nicht 
iiber die Moglichkeit verfiige, biologische Kontrollen, die notwendig 
erscheinen, vorzunehmen. 


Die bedeutenden Arbeiten iiber die Aneurinaufnahme verschiedener 
Hefen von Fink und Just sind in dieser Arbeit bisher nicht erwahnt 
worden, und zwar deswegen, da Fink hauptsiachlich die Aneurinausbeute 
bei der Aufnahme untersucht hat, waihrend die vorliegenden Unter- 
suchungen die Kinetik der Aneurinaufnahme behandeln. Wo sich unsere 
Untersuchungen beriihren, habe ich die Resultate von Fink bestatigen 
kénnen. Ich méchte jedoch hervorheben, daB die Backerhefe fiir die 
industrielle Aneurinanreicherung ein viel besser geeignetes Material 
darstellt als Torula und Bierhefe. Die Backerhefe nimmt ja schon 
aerob und ohne Zusatz eines exogenen Substrats ziemlich groBe An- 
eurinmengen verlustlos auf. 


Zusammenfassung. 


Die Verhaltnisse bei der Aneurinaufnahme der Backerhefe wurden 
weiter studiert. 

Es hat sich gezeigt, daB die erste Phase der Aufnahme, die Ad- 
sorption, sehr salzempfindlich ist. Sie kann durch einen kleinen Salz- 
zusatz vollstandig aufgehoben werden, auch wenn das Aneurin schon 
adsorbiert ist. Mehrwertige Ionen haben viel starkere desorbierende 
Wirkungen als einwertige. 


Die zweite Phase der Aneurinaufnahme ist sehr py-abhangig, sie 
hat bei pu 3,5 bis 4 ein ausyeprigtes Maximum. 

Die zweite Phase der Aneurinaufnahme wird durch JCH,COOH 
und NaN, vollstandig gehemmt, auch NaF hemmt sie unter gewissen 
Umstiinden vollstaéndig. KCN hemmt nur unvollstandig. 


Eine nahezu vollstandige Hemmung kann auch durch 2-Methyl- 
4-amino-5-methylaminopyrimidin-dihydrochlorid erreicht werden. Die- 
selbe Verbindung hemmt nach Westenbrink die Dephosphorylierung von 
Aneurinphosphaten durch Hefe-Phosphatase. Das Aktivitatsmaximum 
dieser Phosphatase liegt bei demselben pu-Wert wie das der Ameurin- 
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aufnahme der Hefe. Diese Tatsachen sprechen dafiir, daB die Phosphatase 
von Westenbrink u.a. auch die Aufnahme von Aneurin bewirkt. 

Die Affinitét dieses Enzyms zu Aneurin ist sehr groB, und zwar 
etwa 21/,mal so groB als zu ,,Pyrimidyl*. 

Fiir wertvolle Hilfe bei der Ausfiihrung zahlreicher Aneurinanalysen 
bin ich Frau Astri Runnstrém zu grobem Dank verpflichtet. Die Arbeit 
wurde von der Rockefeller Foundation und der Svenska Jastfabriks 
A.-B. unterstiitzt. 
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Die Frage der Umaminierung durch Bacterienzellen. 
Von 
E. Diezfalusy. 
(Aus dem Institut fiir Allgemeine Pathologie und Bakteriologie 
der kgl.-ung. N. v. Horthy-Universitaét in Szeged, Ungarn.) 


(Eingegangen am 11, April 1912.) 


Nach Braunstein und Kritzmann (1937) kann in den Organen der 
Warmbliiter die N H,-Gruppe der x-Aminosaéuren infolge der Wirkung 
eines bis dahin unbekannten Ferments durch den Sauerstoff der 
Carbonylgruppe der x-Ketosiure ersetzt werden (1,2). Der ersten 
Mitteilung folgten weitere (3,4), aus denen zu ersehen ist, daB dieses 
Ferment, die Aminopherase, bloB einen Teil der Aminosauren oxydiert : 
die Aminogruppe der Asparaginsiure, Glutaminsaiure, Cysteinsaiure 
Homocysteinsiure bzw. des Phosphoserins wird auf Brenztraubensaure, 
oder eine andere Ketosdure tibertragen, die dabei zu der entsprechenden 
Aminosadure aminiert wird. Es zeigte sich, dal} die Umaminierung der 

Hutaminséiure und der Asparaginsdiure durch jeweils verschiedene 
Fermente bewerkstelligt werde (4, 10). Man spricht daher von Glutamico- 
Aminopherase und von Aspartico-Aminopherase. Die Aminopherase 
wurde zunidchst in der quergestreiften und Herzmuskulatur in groBen 
Mengen gefunden, spater gelang der Nachweis derselben auch noch in 
anderen Organen (9), in bésartigen Geschwiilsten (5,6) sowie in den 
verschiedensten Pflanzenzellen (11,13). Nach Kuler und seinen Mit- 
arbeitern enthalten auch Hefepilze und Colibazillen Aminopherase (8, 7). 
Diese Forscher fanden namlich, da durch die gewaschene Suspension 
der Colibazillen in Gegenwart von Asparaginséure und Ketoglutarsaure 
Oxalessigsaure gebildet werde. War jedoch eine der beiden erstgenannten 
Saéuren in dem System nicht vorhanden, dann blieb die Bildung der 
Oxalessigsiure aus. Aus dieser Beobachtung zogen sie den Schlub, dab 
Colibazillen die Umaminierung ebenso katalysieren wie tierisches 
Gewebe. 

Durch die Colibazillenversuche von Euler und seinen Mitarbeitern 
sahen wir uns veranlaBt, die Versuche in bezug auf diese Frage fort- 
zusetzen. Trotz zahlreicher Versuche, bei denen wir uns im wesentlichen 
an die Technik von Euler und seinen Mitarbeitern gehalten hatten, 


gelang es uns jedoch nicht zu beohachten, dafi Colihazillen sei es in 
Gegenwart von Ketoglutarsdure + Alanin, sei es in Gegenwart von Keto- 
glutarsdure +- Asparaginsdure Brenztraubensdure bzw. Oxalessiqsaure 


bildeten. 
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Zu unseren Versuchen verwendeten wir sechs verschiedene aus dem 
Stuhl isolierte Colistimme. Auf Grund ihrer biologischen Eigenschaften 
waren diese Staémme als typischer Bac. coli communis anzusprechen: 
Voges-Proskauer-Reaktion negativ, Methylrotreaktion positiv, die Stiéimme 
bildeten Indol und entwickelten sich nicht auf dem Citratnahrboden nach 
Kose r. 

Die 18 Stunden alte Kultur dieser Stémme wurde mit Phosphat- 
puffer (mol/15, py 7,35) oder mit physiologischer Kochsalzlésung ab- 
gespiilt und die auf diese Weise gewonnene Suspension durch wiederholtes 
Zentrifugieren gewaschen. Die Dichte der zu den Versuchen verwendeten 
Suspensionen wurde durch den Vergleich mit einer frisch zubereiteten 
Bariumsulfatsuspension bestimmt, die letztere entstand aus der Vermengung 
von 2cem 0,1° iger Bariumchloridljsung mit 8 cem normaler Schwefel- 
siure. Die zu den Versuchen benutzte Colibazillensuspension war 45mal 
stirker getriibt als die Bariumsuspension. Bei den Versuchen richtete sich 
unser Augenmerk auf folgende beiden Systeme: 

1. Ketoglutarséure + Alanin —~ Glutaminsaéure + Brenztrauben- 

siure, 

2. Ketoglutarsiure + Asparaginsiure —~ Glutaminsdure + Oxal- 

essigsiure, 

Von den bei der Reaktion entstehenden Produkten bestimmten wir 
die Menge der Brenztraubensaéure bzw. der Oxalessigsiure nach dem Ver- 
fahren von Straub (14). Bei den Versuchen wurde 1 ccm der Colisuspension 
mit | bis 10 mg der sorgfaltig neutralisierten Ketoglutarséure- bzw. Alanin- 
oder Asparaginséurel6sung versetzt. Das System erganzten wir mit dem 
Phosphatpuffer (mol/15, py = 7,35) auf 3cem und hielten die Réhrchen 
30 Min. lang auf dem 37°-Wasserbad. 

Da wir im Laufe unserer mit der Colisuspension ausgefiihrten 
Versuche keine Umaminierung beobachten konnten, wollten wir auch 
noch Fermentpraparate benutzen, die voraussichtlich Aminopherase im 
gelésten Zustand enthalten. Zu diesem Zweck lieBen wir die dicke 
Colibazillensuspension wiederholt gefrieren und schmelzen und verrieben 
dieselbe schlieBlich mit Quarzsand. Die Bakterienmasse wurde durch 
Phosphatpuffer oder physiol. Kochsalzlésung extrahiert; nach dem 
hierauf erfolgten Zentrifugieren wurde der oben beschriebene Versuch 
mit l1eem des gewonnenen Extraktes wiederholt. Da es Kritzmann 
gelungen ist, die Aminopherase bei 55° aus dem Muskelgewebe zu extra- 
hieren (10, 12), versuchten wir aus der Colisuspension Extrakte bei 
37, 45 und 55° herzustellen. Dazu verwendeten wir normale und mit 
Quarzsand verriebene Suspensionen ; die Extraktion dauerte 15 Minuten. 

Nach Janke (15) kann man durch das Schiitteln der wasserigen 
Colibazillensuspension mit wenigen Tropfen Chloroform einen Teil der 
proteolytischen Fermente des Bacillus aus den Zellen in die Lésung 
iiberfithren. Dieses Verfahren benutzten wir ebenfalls zur Gewinnung 
von Fermentpraparaten. 

Mit Hilfe einiger der oben erwahnten Verfahren versuchten wir auBer 
aus dem Colibacillus auch noch aus Staphylococcus aureus sowie aus den 
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Varietaten R und S des Bac. mesentericus vulgatus mucosus (16) Amino- 
pherasepraparate zu gewinnen. Ferner verwendeten wir auch noch die 
im Handel erhaltliche Backerhefe bzw. die daraus hergestellten Suspen- 
sionen und Extrakte. Samtliche mit diesen Bacterienzellen und Ex- 
trakten ausgefiihrten Versuche fiihrten zu einem negativen Ergebnis. 

Durch unsereoben beschriebenen Versuche konnten wir die Beob- 
achtung von Luler und seinen Mitarbeitern, wonach die aus Colibazillen 
oder Hefezellen hergestellten Suspensionen eine auf die Gegenwart von 
Aminopherase hinweisende Wirkung ausiiben sollen, nicht bestitigen. 
Im Laufe unserer Nachforschungen versuchten wir die Anwesenheit 
der Aminopherase nicht nur in den unversehrten Bacterienzellen, sondern 
auch in ihren Extrakten nachzuweisen. Wir sind uns bewuBt, daB die 
schonungsvolle ErschlieBung der verhaltnismaBig widerstandsfahigen 
und schwer zerst6érbaren Bacterienzellen mit groBen Schwierigkeiten 
verbunden ist und daB unsere Verfahren in diesem Sinne unzulanglich 
waren; es ist also nicht unméglich, daB der MiBerfolg unserer Versuche 
mit Bacterienextrakten diesem Umstand zuzuschreiben ist. Bemerkens- 
wert ist aber immerhin, daB wir im Gegensatz zu Luler und seinen Mit- 
arbeitern in Gegenwart von Suspensionen aus Colibazillen oder anderen 
Bacterien niemals eine auf die Anwesenheit von Aminopherase hin- 
weisende Wirkung beobachten konnten. 
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Die Zusammensetzung des Leberfettes 
durch Phosphor vergifteter und gesunder 
Kaninchen. 

Von 
K. E. Schulte. 


(Aus dem Institut fiir Pharmazeutische und Lebensmittelchemie der 
Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 22. Mai 1912.) 


Die Vergiftung des tierischen Organismus durch Phosphor, die 
neben anderen Organveranderungen eine starke Verfettung der Leber 
hervorruft, ist schon oft Gegenstand von Untersuchungen gewesen, 
ohne dal} es bisher gelungen ware, eine befriedigende Erklarung fiir die 
Fettansammlung in der Leber zu finden. Vor einiger Zeit berichteten 
nun F’, Fischler! und Mitarbeiter tiber interessante Beobachtungen bei 
Phosphorvergiftung von Kaninchen. Danach bieibt die Bildung der 
Fettleber aus, wenn den Tieren gleichzeitig mit dem Phosphor ein 
ungesittigtes Fett, dessen Kennzahlen aus der Tabelle I zu ersehen 
sind, injiziert wird. Die so behandelten Kaninchen vertrugen Phosphor- 
mengen, die weit tiber der letalen Dosis lagen. Die Ergebnisse dieser 
Tierversuche machten die Annahme wahrscheinlich, daB ungesittigte 
Fettsauren in irgendeiner Form eine Funktion bei dem Ab- und Umbau 
der Fette in der Leber ausiiben. Die Bildung dieser ungesittigten 
Fettséuren wird vermutlich durch die Phosphoreinwirkung gehemmt 
und damit der normale Ablauf der Fettstoffwechselreaktionen gestért, 
was die Ansammlung des Fettes in dem Organ zur Folge haben kénnte. 
Eine weitere Ursache der Fettanhaufung in der Leber unter P-Wirkung 
ist durch den Mangel des Vitamin B-Komplexes in der Nahrung der 
Tiere bedingt. Bei ausreichender Griinfiitterung ertragen Kaninchen 
weit héhere P-Dosen als bei Winterfutter. Werden aber bei Mangel an 
Griinfutter zusatzliche Dosen des Vitamin B-Komplexes subcutan 
zugefiihrt, so ertragen die Tiere nunmehr wieder vielfach letale P-Dosen. 
Fiir die vorliegende Untersuchung iiber die Zusammensetzung des 
Leberfettes von Kaninchen wurde vorlaufig nur die Griinfiitterungs- 
periode der Ernaihrung der Tiere herangezogen. Zuniachst sollte nur 
die Zusammensetzung der Leberfette von durch Phosphor vergifteten 
und gesunden normal ernadhrten Kaninchen festgestellt werden, da 
hieriiber in der Literatur keine Vergleichszahlen zu finden waren. 

| F, Fischler, Miinch. med. Wochenschr. 88, 62, 1941; F. Fischler u. 
K. BE. Schulte, ebenda 88, 854, 1941. 
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Uber Leberfett durch Phosphor vergifteter und gesunder Kaninchen. 


Tabelle I. Kennzahlen des ungesattigten Fettes. 





SRUPOMRD ooo. ce ws 190,2 Hydroxylzahl ......... 0,7 
Verseifungszahl ....... 201,0 pS ea ere ee 6,2 
Matersanl ............. 10,8 Jodzahl (Hanus)...... 110.0 

Hydrierjodzahl ........ 164,7 


Die Beschaffung und Aufarbeitung des Materials geschah auf folgende 
Weise: Als Versuchstiere wurden Kaninchen gewahlt, die durch ihre fast 
ausschlieBlich pflanzliche Kost ein in seiner Zusammensetzung weitgehend 
konstantes Depotfett aufweisen. Der Phosphor wurde, in Olivenél gelést 
(leem = 2mg P), subeutan injiziert. Zur rascheren Resorption des Phos- 
phoréles bekamen die Tiere wenig zu fressen bzw. am Tage nach der Injektion 
iiberhaupt kein Futter. Sobald starke Gewichtsabnahme festgestellt wurde, 
tétete man die Tiere in Narkose mit Chloroform und entnahm die Leber. 


Aus der nachstehenden Zusammenstellung sind die verabfolgten 
Phosphormengen sowie die Gewichtsabnahme der Tiere zu ersehen. 




















Kaninchenl Kaninchen 2 
— Verabfolgte se Verabfolgte 
Zeit —m P-Mense Zeit — P-Menge 
- in mg in mg 
16. V. 1940 2980 5 16. V. 1940 3750 5 
17. V. 1940 2880 4 17. V. 1940 3650 
18. V. 1940 2835 5 18. V. 1940 3570 5 
20. V. 1940 2850 — 20. V. 1940 3470 
21. V. 1940 2640 getétet 21. V. 1940 3420 getétet 
Gewicht der Leber 150g Gewicht der Leber 160 g 
Kaninchen 8 Kaninchen 4 
art Verabfolgte aia erabfolgte 
zeit Goreme | "Slew Zeit Cyeentes | "eee 
in mg ~ in mg 
17. VI. 1940 4230 5 17. VI. 1940 3400 5) 
19. VI. 1940 4100 5 19. VI. 1940 3400 5 
21. VI. 1940 3970 21. VI. 1940 3310 
24. VI. 1940 3740 24. VI. 1940 3130 ‘ 
25. VI. 1940 3640 getétet 25. VI. 1940 3080 ~ 
26. VI. 1940 3200 5 
Gewicht der Leber 145 g 27. VI. 1940 3175 
28. VI. 1940 3045 
29. VI. 1940 3000 getotet 
Gewicht der Leber 124 g 


Um geniigend Ausbeute an Untersuchungsmaterial zu erhalten, 
verarbeitete man die Lebern der Kaninchen Nr. 1 und 2 und die der 
Kaninchen Nr. 3 und 4 zusammen. Das frische Organ wurde mit Hilfe 
eines Wolfes zerkleinert, der erhaltene Brei mit Aceton zweimal und 
anschlieBend mit Ather einmal extrahiert und die vereinigten Ausziige 
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im Vakuum eingedampft. Das entwasserte Material trocknete im 
Vakuumexsikkator tiber Phosphorpentoxyd zu einer leicht in der 
Reibschale zermahlbaren Masse zusammen, die mehrere Stunden im 
Soxhlet-Apparat mit einem Gemisch von Alkohol und Benzol (1 : 4) 
extrahiert wurde. Den aus diesem Extrakt gewonnenen Riickstand 
vereinigte man mit dem aus der Aceton-Atherextraktion gewonnenen, 
léste das Ganze in Chloroform auf und entwasserte diese Lésung mit 
Natriumsulfat. Die filtrierte wasserfreie Chloroformlésung war braun 
gefarbt und enthielt alle Lipoide der Leber, wihrend die bei der Alkohol- 
Benzolextraktion in geringer Menge mit in Lésung gegangenen Eiweib- 
stoffe und Kohlenhydrate weitgehend ungelést blieben. Die Chloroform- 
lésung wurde vorsichtig im Vakuum eingedampft und die Reste des 
Lésungsmittels im Vakuumexsikkator abgesaugt. Das so gewonnene 
Leberfett hatte dunkelbraune Farbe und schmalzartige Konsistenz. 
Die erhaltenen Mengen Fettsubstanz sind aus der Tabelle II zu ersehen. 


Tabelle II. Fettgehalt der pathologischen Leber in Prozenten 
des Trocken- und Frischorgans. 





Gewicht Trocken- oe eS Fettextrakt Fettextrakt 
Kaninchen der Lebern substanz a in % der in % des 
ing ing 18 Trocken- Frischorgans 
substanz 
" 310,0 72,0 17,15 23,82 
3u.4 269,0 61,1 16,8 22,71 


Von den erha!tenen Fetten wurden zuniachst die analytischen 
Kennzahlen nach den in der Fettchemie iiblichen Methoden ermittelt. 
Die Bestimmung der Jodzahl erfolgte stets nach dem von J. Hanus! 
angegebenen Verfahren mit Jodmonobromid in Eisessig, die der Hydro- 
xylaahl durch Acetylierung mit Essigsdureanhydrid in Pyridin und 
Riicktitration des mit Wasser zersetzten Essigsiureanhydrids mit 0,5 n 
alkoholischer Kalilauge?. Fiir die Rhodanzahl hat H. P. Kaufmann? 
eine Methode angegeben, nach der diese ermittelt wurde. Zur Be- 
stimmung des Phosphorgehalts veraschte man das Fett mit der gleichen 
Menge Zinkoxyd im Muffelofen nach den Angaben von P. Goodloe* bei 
800°C, Die erkaltete Asche wurde in 25°%iger Schwefelsdure auf- 
genommen und diese Lésung mit 25°%igem Ammoniak mit Hilfe von 
Nitrophenol als Indikator neutralisiert und mit Wasser auf 50 ccm auf- 
gefiillt. Diese Lésung verdiinnte man zweckentsprechend zur kolori- 


1 J. Hanus, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 4, 913, 1901. 
— ® Fette und Seifen 45, 233, 1938. — * H. P. Kaufmann, Studien a. d. 
Fettgebiet. Berlin, Verlag Chemie, 1935. — 4 Chem. Zentralbl. 19388, I, 
8. 3731. 
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metrischen Bestimmung nach Kuttner und Lichtenstein }. Hierzu wurden 
10 cem der verdiinnten Lésung mit 10 cem Molybdatreagens, das aus 
25cem 7,5°%iger Ammoniummolybdatlésung, 2,5ccm 10 n Schwefel- 
siure und 5ccm Wasser bestand, und 2 ccm Zinnchloriirlésung, die 
durch Auflésen von 10 ¢ Zinnchloriir in 25 ecem konz. Salzsiure und 
Verdiinnung von 2,4 ccm dieser Lésung auf 200 cem Wasser hergestellt 
wurde, versetzt. Die eintretende Blaufarbung |4Bt sich mit Hilfe des 
Stufenphotometers und einer Eichkurve auswerten?. Der gefundene 
Phosphorgehalt mit dem Faktor 3,94 multipliziert, ergibt den Phosphatid- 
gehalt des Fettes als Lecithin berechnet. Fiir die geringe zur Verfiigung 
stehende Fettmenge hat sich im iibrigen folgender Analysengang als 
brauchbar erwiesen: 2g Fett werden genau gewogen und in 20 ccm 
eines Athanol-Benzolgemisches (2 : 1) gelést und diese Lésung mit 0,1 n 
alkoholischer Natronlauge mit Phenolphtha'ein als Indikator neutra- 
lisiert. Aus der verbrauchten Natronlauge |aBt sich die Saurezahl und 
bei Annahme, daB die freien Fettsiuren als Palmitinséure vorliegen, 
der Gehalt an freien Fettsduren im Fett berechnen. Die neutrale Lésung 
wird alsdann mit 25 ccm 0,5n alkoholischer Natronlauge versetzt und 
1/, bis 1 Stunde am RiickfluBkiihler auf dem Wasserbad gekocht. In 
der gleichen Weise behandelt man eine Blindprobe. Den UberschuB 
an 0,5 n Natronlauge titriert man mit 0,5 n Schwefelsdiure zuriick. Aus 
dem Verbrauch an Schwefelsiure beim Hauptversuch und der Blind- 
probe laBt sich die Esterzahl berechnen. Esterzahl und Saurezah! 
ergeben zusammen die Verseifungszah!. Die wieder schwach alkalisierte 
Seifenlésung wird mehrmals mit Petrolaither ausgeschiittelt und die 
vereinigten Petrolatherausziige mit Wasser ausgewaschen und mit 
Natriumsulfat getrocknet. Der nach dem Verdampfen des Petrolathers 
bleibende Riickstand, der noch im Vakuumexsikkator von den Resten 
des Lésungsmittels befreit wird, besteht aus den unverseifbaren Bestand- 
teilen des Fettes. Nach dem Ansaduern der mit Wasser verdiinnten 
Seifenlésung mit verdiinnter Schwefelsdéure scheiden sich die Gesamt- 
fettsiuren ab, die in Petrolaéther aufgenommen werden. Aus dem 
Unverseifbaren wird das Cholesterin quantitativ durch Ausfallen mit 
einer 1 %igen alkoholischen Digitoninlésung bestimmt. 

Die ermittelten Kennzahlen des pathologischen Leberfettes finden 
sich in Tabelle ILL. 

Die abgetrennte Petrolatherlésung der Gesamtfettsauren wurde 
mit Wasser bis zur neutralen Reaktion ausgewaschen und ber 
Natriumsulfat gut getrocknet. Die erhaltenen Fettsdiuren untersuchte 
man zunadchst qualitativ auf das Vorhandensein von ungesattigten 
Fettsiuren mit mehr als zwei Doppelbindungen im Molekii!. Zu diesem 

' Chem. Zentralbl. 1930, 11, S. 125s. * H. Thaleru. EF, Just, in Vor- 
hereitung; E. Just, Dissert. Miinchen 1942. 
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Tabelle ILI. Kennzahlen und quantitative Zusammensetzung des 
pathologischen Leberfettes, 





Leberfett der Leberfett der 
Kaninchen 1 u. 2 Kaninchen 3 u. 4 


Saurezahl 69,09 70,52 
Prozent freier Fettsauren als Palmitin- 

Share Dereaet coc oc ke hee. ts 31,5 32,16 
Verseifungszahl 202,3 202,0 
Esterzahl 133,2 131,5 
Hydroxylzahl 41,08 38,2 
Jodzahl ‘ 61,28 60,07 
Prozent Gesamtfettsaiuren 65,27 67,32 
Mittl. Mol.-Gewicht der Gesamtfettsiuren .. 266,23 265,37 
Schmelzpunkt der Gesamtfettsauren 459 C 449 C 
Unverseifbares in % 3,75 3,24 
Cholesteringehalt- in % des Unverseifbaren 16,3 7,22 
Phosphorgehalt in % 0,665 0,781 
Phosphatidgehalt in % als Lecithin be- 

rechnet 19,83 


Zweck wurden 4g des Fettsiuregemisches mit 25 ccm einer Brom- 
lésung, die aus 25ccem Eisessig, 4 ccm Nitrobenzol und 1 ccm Brom 


hergestellt war, versetzt und das Reaktionsgemisch, das 6fter um. 
geschiittelt wurde, 1 Stunde stehengelassen. Nach dieser Zeit hatte sich 
kein Niederschlag gebildet. Ein eventuell entstandener weibgelber 
Niederschlag hatte die Anwesenheit von Linolen- bzw. Arachidonsaure, 
die als Hexa- bzw. Octabromide ausgefallen waren, angezeigt. Da dies 
nicht der Fall war, diirften Fettsiuren mit mehr als zwei Doppel- 
bindungen im Molekiil nicht in dem pathologischen Leberfett ent- 
halten sein. 

Die Abtrennung der gesittigten von den ungesittigten Fettsduren 
gelang durch fraktionierte Kristallisation der Bleisalze aus alkoholischer 
Lésung nach Twitchell. 4.9923 g Gesamtfettséuren wurden in 100 ccm 
96 °%igem Alkohol gelést und mit einer Lésung von 3,82 g Bleiacetat 
[Pb(CH,COO), -3 HO, Mol.-Gewicht: 379.3] in 100 cem 96% igem 
Alkohol, berechnet auf 50°, gesittigte Fettséuren in den Gesamtfett- 
sduren mit einem mittleren Mol.-Gewicht von 266, in der Hitze versetzt 
und iiber Nacht bei Zimmertemperatur sich tiberlassen. Die schon 
krista!!in abgeschiedenen Bleisalze wurden abfiltriert und aus Alkohol 
umkristallisiert. Die Jodzahl der aus den Bleisalzen freigemachten 
Fettsiuren (= 48,7°% der Gesamtfettsiuren) betrug 0,70. Héher 
molekulare ungesattigte Fettsiuren, wie Erucasiure, deren Bleisalze 
auch relativ schwer im Alkohol léslich sind und meist mit den Bleisalzen 
der gesittigten Fettsiuren ausfallen, sind also nicht vorhanden, sonst 
miiBte die Jodzah! der abgetrennten gesattigten Fettsauren héher liegen. 


' Twitchell, J. Ind. engin. Chem. 13, 806, 1921. 
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Zur Erhartung des gefundenen Prozentgehaltes an gesattigten 
Fettséuren in den Gesamtfettséuren wurde noch eine Abtrennung der 
ungesattigten Fettsauren durch oxydativen Abbau mit Kaliumperman- 
ganat in alkalischer Lésung nach S. H. Bertram! durchgefithrt. Nach 
dieser Methode wurden 45,8°% gesittigte Fettsiuren in den Gesamt- 
fettsiuren gefunden. Zur weiteren Zerlegung der abgetrennten ge- 
sittigten Fettsiuren wurde die von H. Meyer und R. Beer? angegebene 
Methode der Fraktionierung mittels Lithiumacetat angewendet, dies 
erscheint aussichtsreich, denn nach den Angaben von A. Partheil und 
Ferie? neigen die bei der fraktionierten Kristallisation der Fettsiuren 
benutzten zweiwertigen Metallsalze, wie Magnesium-, Barium-, Blei- 
acetat, zur Bildung von gemischtsaéurigen Salzen, wihrend beim ein- 
wertigen Lithium diese Méglichkeit nicht so gro sein dirfte. 

Von den mittels Bleiacetat abgeschiedenen bzw. durch Oxydation 
mit Kaliumpermanganat in alkalischer Losung von den ungesattigten 
Sauren befreiten gesattigten Fettsiuren versetzte man 1,7183 g¢, in 
50 cem Alkohol (96 °,) gelést, mit 20 cem einer Lésung von 0,2 g Lithium- 
acetat (LIOOCC H,-2 H,O) in 96% igem Alkohol. Die tiber Nacht 
auskristallisierten Lithiumsalze wurden abfiltriert, mit 96 °,igem Alkohol 
ausgewaschen, 10 cem des Waschalkohols wurden mit dem Filtrat ver- 
einigt, das erneut mit 0,2 g Lithiumacetat in Substanz, um die Menge 
des Lésungsmittels nicht zu vermehren, versetzt wurde. Die gebildete 
Essigsiure neutralisierte man jeweils vor der Fallung mit Ammoniak. 
Auf diese Weise konnten vier Fallungen erzielt werden. Von den aus 
ihren Lithiumverbindungen isolierten Fettsiuren wurden ihr mittleres 
Mol.-Gewicht und der Schmelzpunkt bestimmt. Den Riickstand, aus 
dem keine gréBere Fallung mehr zu erzielen war, verseifte man mit 
alkoholischer Kalilauge und nahm nach dem Ansauern mit Schwefel- 
siure die Fettsiuren in Petrolather auf. Von diesen Fettséuren wurden 
ebenso das Mol.-Gewicht und der Schmelzpunkt bestimmt. Die er- 
haltenen Fettsiuremengen, wie die ermittelten mittleren Molekular- 
gewichte und die Schmelzpunkte, sind aus der Tabelle IV zu ersehen. 


Wie aus den Zahlen der Spalten 3 und 4 der Tabelle hervorgeht, 
nimmt der Schmelzpunkt sowohl wie das Mol.-Gewicht mit steigender 
Fraktion ab. Es diirften also neben Stearin- und Palmitinsiure, die 
weitaus den gréBten Teil der gesattigten Fettsaéuren bilden, noch in 
geringer Menge niedermolekulare Fettsauren im pathologischen Leberfett 
vorhanden sein, und zwar Myristin- und Laurinsdure. Diese Befunde 
stehen im Einklang mit dem Nachweis niedermolekularer gesattigter 
Fettsiuren in anderen Organ- und Depotfetten. 

1 §. H. Bertram; Zeitschr. Deutsch. Ol-Fettind. 45, 733, 1925; Dissert. 
Delft 1928. — 2? H. Meyeru. R. Beer, Monatsh. f. Chem. 38, 311, 326, 1912. 
— 3 4. Partheil u. F. Ferie, Arch. d. Pharm, 241, 545, 1903. 




















s4 K. E. Schulte: 
Tabelle IV. Ergebnisse der fraktionierten Fallung der gesattigten su 
Fettsauren mit Lithiumacetat. ad 
Fraktion Menge der gefundenen Schmelzpunkt Mittl. Mol.-Gewicht ge 
' Fettsiuren in °C der Fettsiuren H 
gt 
l 0,2252 65 — 66 280,4 
- 0,2020 59—60 275,8 
3 0,1776 52— 52,5 250,3 
4 0,1254 48—49 242,0 
Riickstand 45—46 220,0 
oe . ‘ ‘ y ie hae i ‘ er 
Fir die qualitative Untersuchung der fliissigen Fettsiuren schied 1 
‘ 


die Oxydation mit Kaliumpermanganat nach Hazura! wegen zu geringer 
Substanzmenge aus, vielmehr versuchte man eine Trennung iiber die Te 
Bromide. Wie weiter oben beschrieben, hatte sich das Vorhandensein 
von Linolenséure und Arachidonsaure ausschlieBen lassen. Der direkte 
Nachweis der Olsiure erfolgte iiber die Elaidinsaéure, den Isomeren der 
Olsiure, die sich aus dieser durch Einwirkung von salpetriger Saure 


































bildet. Fliissige Fettsaéuren wurden mit verdiinnter Schwefelsiure Jo 
versetzt und Natriumnitritlésung hinzugefiigt. Nach einiger Zeit Rl 
hatten sich feste Fettsiuren abgeschieden, die nur Elaidinsaure sein S 
konnten, da Linol- und Linolenséuren unter diesen Bedingungen keine 
festen Verbindungen liefern. Zur weiteren Differenzierung wurden 01 
2.1430 g ungesattigte Fettsiuren in Petrolither gelést, solange mit Li 
einer 5°%igen Bromlésung in Petrolather versetzt, bis kein Brom mehr 
aufgenommen wurde, was an der auftretenden Gelbfairbung des Reak- 
tionsgemisches erkennbar ist. Nach einigen Stunden Stehens auf Eis " 
filtrierte man den gebildeten Niederschlag mit Hilfe einer Saugplatte : 
ab und wusch solange mit Petrolither aus, bis die Farbe des Brom- on 
additionsproduktes wei war. Der nach dem Trocknen bestimmte rs 
Schmelzpunkt lag bei 110,5° C (reine Tetrabromstearinsdure schmilzt bei ” 
113 bis 114°). Der abgeschiedene Niederschlag war also ziemlich reine “ 
Tetrabromstearinsaure, aus seinem Gewicht errechnete sich ein Gehalt 
von 33° Linolsiure = 17% der Gesamtfettsiuren. Von dem Filtrat ss 
wurde der Petrolither abgedampft, der Riickstand mit verdiimnter - 
Kalilauge neutralisiert, die Lésung wieder angesauert, mit Ather aus- ex 
geschiittelt und die Atherausziige mit Wasser sdiurefrei gewaschen und st 
getrocknet. Der nach dem Abdampfen des Athers bestimmte Schmelz- = 
punkt lag bei 25°C (reine Dibromstearinséure 29°C). Der aus dem . 
Niederschlag berechnete Prozentgehalt als Olsiure betragt 70%, = 36° di 
der Gesamtfettsduren. - 
Nachdem die Anwesenheit von héhermolekularen gesattigten und m 
ungesdttigten Fettséuren nach den weiter oben mitgeteilten Unter- 
19 
1 Hazura, Monatsh. f. Chem. 8, 147, 156, 260, 1887; 9, 180, 198, 469, in 





941, 947, 1888; 10, 190, 1889. 
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suchungen ausgeschlossen war, lieB sich die quantitative Zusammen- 
setzung der Gesamtfettsauren mit iiberwiegend der (,,-Reihe an- 
gehdrenden Sauren aus der Jodzahl und Rhodanzahl nach den von 
H.P. Kaufmann und 4M. Keller’ angegebenen Formein berechnen 
‘gesittigte Fettsiuren (@), Olsdure (Oe) und Linolsiure (L)]. 

G = 100—1,108- RhZ. 

Oe = 1,113 (2 RhZ. — JZ.). 

L 1,104 (JZ. RhZ.). 

Die Zusammenstellung der gefundenen Kennzahlen und die daraus 

errechnete Zusammensetzung der Gesamtfettsauren findet sich in der 


Tabelle V. 


Tabelle V. Kennzahlen und Zusammensetzung der Gesamtfett- 
siuren des pathologischen Leberfettes. 





Gesamtfettsiuren aus dem 


. Leberfett der Leberfett der 
Kaninchen 1 u. 2 Kaninchen 3 u. 4 
SN Rt ROT ET Te, ene 64,14 69,48 
ON Ee pare eee err eee 47,12 48,20 
Gesattigte Fettsiure in % .......... 48,7 45,8 
(Twitchell-Trennung; ( Bertram-Trennung) 

POOCRTIOE Sk eo ce cee cass 47,79 46,59 
Olsiure in % aus Bromidfettsdure ... 36,0 es 

ION 3 oi ons 4 < caren es Sas Sei 33,40 29,91 
Linolsiure in % aus Bromidfettsaure . . 17,0 — 

MOONIGG Cee rt evi oaks seeks 18,79 23,48 


Uber die Zusammensetzung des Leberfettes von Hauskaninchen 
konnten in der Literatur keine Angaben gefunden werden, lediglich 
das Gesamtfett dieser Tiere ist von C’. Amthor und J. Zink? beschrieben 
worden. Nach diesen Autoren sind folgende Kennzahlen fiir das Gesamt- 
fett des Kaninchens charakteristisch: Jodzahl (Hiibl) des Fettes 69.6, 
Jodzahl der Gesamtfettsduren 64,4, Verseifungszahl 2(2,6, Saurezahl 6,2. 

Zur Untersuchung des Fettes gesunder Kaninchenleber wurden 
zwei Lebern von ausgewachsenen Tieren zusammen nach der schon 
vorher fiir die pathologische Leber angegebenen Weise aufgearbeitet 
und die Gesamtlipoide extrahiert. Die Untersuchung des Fettes vollzog 
sich ebenfalls in der gleichen Form. Der Fettgehalt der Leber und die 
ermittelten Konstanten sind aus den Tabellen VI und VII zu ersehen. 

Die Jodzahl der abgeschiedenen Gesamtfettsdéuren wurde zu 168.2, 
die Rhcdanzah! zu 68,76 und das mittlere Mol.-Gewicht zu 279.3 er- 
mittelt. Die nach dem Twitchell-Verfahren abgetrennten gesiattigten 
Fettsiuren waren zu 29.35%, in den Gesamtfettséuren enthalten (JZ. 


1 H. P. Kaufmann u. M. Keller, Zeitschr. f. angew. Chem, 42, 20, 73, 
1929; ferner Einheitliche Untersuchungsmethoden fiir die Fett- und Wachs- 
industrie. Stuttgart 1930. 2 CO. Amthor u. J. Zink, Zeitschr. f. analyt. 
Chem. 36, 9, 1897. 
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Tabelle VI. Fettgehalt der gesunden Kaninchenleber in Prozenten 
des Trocken- und Frischorgans. 








Gewicht Trockensubstanz Extrahiertes Fett in °% des Fett in % des 
der Lebern in g Fett in g Trockenorgans Frischorgans 
160,0 38,0 3,7 9,7 2,3 


Tabelle VII. Kennzahlen und quantitative Zusammensetzung des 
Fettes der gesunden Kaninchenleber. 





CRUSHERS 5 6 s6siiext busines 37,26 | Gesamtfettsiuren in % .. 70,22 
Freie Fettsiuren in % als Mittleres Mol.-Gewicht der 
Palmitinsiure berechnet 16,99 Gesamtfettsiuren ...... 279,3 
Verseifungszahl ........... 205,7 Schmelzpunkt des Gesamt- 
MII 5 5. ki9-4 yb occa ee 168,4 Bar ease 37°— 38° 
SRS Seed Moe orcas 80,14 | Phosphorgehalt in % .... 1,87 
Hydroxylzahl ............ 23,7 Phosphatidgehalt in % als 
Unverseifbares in % ..... 3,93 Lecithin berechnet .... 47,65 
Cholesteringehalt in °% des 
Unverseifbaren ......... 54,68 





dieser Séuren = 1,51). Eine Trennung der gesittigten Fettsauren 
durch fraktionierte Kristallisation der Lithiumsalze konnte wegen der 
geringen zur Verfiigung stehenden Substanzmenge nicht ausgefiihrt 
werden. 

Von gréBerem Interesse erschien es dagegen, Einblick in die Zu- 
sammensetzung der ungesattigten Fettsiuren zu bekommen. Zu diesem 
Zwecke erschien die Trennung iiber die verschiedene Léslichkeit der 
Bromadditionsprodukte der ungesattigten Fettséuren am geeignetsten. 
Wie schon oben naher beschrieben, wurde die Bromierung bei 6° ( 
durchgefiihrt und von dem entstandenen Niederschlag, den man nach 
sorgfaltigem Auswaschen mit Petrolather trocknete, der Schmelzpunkt 
bestimmt. Dieser lag bei 107°C. Da der Niederschlag aber nicht voll- 
staindig in heiBem Benzol léslich war (Tetra- und Hexabromstearin- 
sdiure sind léslich in heiBem Benzol), lag der Verdacht auf das Vor- 
handensein eines Bromids einer héher ungesattigten Fettsaure vor, 
was durch die Bestimmung des Schmelzpunktes des Riickstandes, der 
bei 189°C (unter Schwarzung der Substanz) lag, bestatigt wurde. Die 
abgeschiedene Menge dieses Bromids war zu gering, um eine Bestimmung 
des Mol.-Gewichtes und des Bromgehaltes vorzunehmen. Sehr wahr- 
scheinlich wird es sich um die vierfach ungesattigte Arachidonsaure 
handeln, da Clupanodonsiure bisher selten in Leberfetten von Warm- 
bliitern, sondern vor allem in Fischélen nachgewiesen wurde, wahrend 
unter anderem H.P. Kaufmann! auch im Leberfett des Menschen 
Arachidonsdure gefunden hat. Der Gehalt an Arachidonséure der 
Gesamtfettsauren errechnete sich aus dem Gewicht des Niederschlages 


1 H. P. Kaufmann, Studien auf dem Fettgebiet, S. 101. Berlin, Verlag 
Chemie, 1935; Diss. K, Kiiter, Jena 1931. 
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Uber Leberfett durch Phosphor vergifteter und gesunder Kaninchen. 87 
zu 2%. Der Schmelzpunkt des aus der Benzollésung isolierten Bromids 
lag bei 109°C und diirfte Tetrabromstearinsiure sein. Aus der Menge 
des erhaltenen Niederschlages berechnet sich ein Gehalt von 42% 
Linolsaure in den Gesamtfettsiuren. Den Olsaduregehalt der Gesamt- 
fettsiuren bestimmte man aus dem Gewicht des aus der Petrolather- 
lésung erhaltenen Riickstandes, der aus dem Bromid der Olsaure und 
eventuell vorhandenen Resten der gesittigten Fettsdéuren besteht, zu 
20%. Die Kennzahlen und die Zusammensetzung der Gesamtfettsduren 
des Leberfettes von gesunden Kaninchen sind in der Tabelle VIIL 
zusammengestellt . 


Tabelle VIII. Kennzahlenund Zusammensetzung der Gesamtfett- 
sduren der gesunden Leber. 





Gesittigte 


Arachidon- 


Jodzahl Rhodanzahl Fettsiuren Olsiiure Linolsdure siiure 
Ace in % in % in 
in % in % 

168,2 68,76 29,35 20 42 2 


n. Twitchell 


Tabelle IX. Kennzahlen und Zusammensetzung der Leberfette 

von gesunden und durch Phosphor vergifteten Kaninchen sowie 

die von C. Amthor und J.Zink angegebenen Kennzahlen des 
Gesamtfettes. 





Leberfett von mit 


Leberfett Phosphor vergifteten Gesamttfett 


von “pele : 
gesunden |___ set tces a Seltetbied 
<aninchen y . 

Kanine Llu.2 3u.4 


Kennzahlen und Zusammensetzung des Fettes: 


DD gat ee oe Shy <u chews oe 37,26 69,09 70,52 6,2 
Freie Fettsauren in % als Palmitin- 

saure berechnet ............... 16,99 31,5 32,16 
Verseifungszah] .................. 205,7 202,3 202,0 202,6 
MIN 2G edhe seG 7s wdc wie 168,4 133,2 131,5 
NE 5G SOG. wewkaniees had ee of 80,14 61,28 60,07 69,6 
MMOS VIBADD oo. oe cc cscecceces 23,7 41,08 38,2 ( Hibl) 
Unverseifbares in % ............. 3,93 3,75 3,42 
Cholesteringehalt in % des Unver- 

seifbaren ............. Mee PER 54,68 16,3 7,22 
Phosphorgehalt in % ............ 1,87 0,665 0,781 
Phosphatidgehalt in % als Lecithin 

MN eo ye hans waa ware ewe 47,65 16,88 19,83 

Kennzahlen und Zusammensetzung der Gesamtfettsauren: 

TS Ee ae eee ee 169,2 64,14 69,48 64,4 
MOMRDBOIND 5 koe os 0.0 0c 0 00. ccnp eas 68,76 47,12 48,20 (Hibl) 
Gesattigte Fettsauren in °%: 

1. nach Twitchell .............. 29,35 48,7 

2. nach Bertram «............. 45,8 

3. berechnet ...............0.. 47,79 46,59 

ke, ERG Se oe are ee 20 33,4 29,91 
Limolsfiure in % .......0ecccceees 42 18,79 23,48 

» 


Arachidonsaure in % ............ 2 
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In der Tabelle LX sind die ermittelten Kennzahlen und die gefundene 
quantitative Zusammensetzung der Fette der gesunden und der durch 
Phosphorvergiftung hervorgerufenen Fettleber sowie die von C. Amthor 
und J. Zink ermittelten Kennzahlen des Gesamtfettes des Kaninchens 
gegeniibergestellt. 


Zusammenfassung, 


Es wird tiber die Untersuchung des Leberfettes von durch Phosphor 
vergifteten und gesunden Kaninchen berichtet. Aus den mitgeteilten 
Analysenwerten ergibt sich, daB die ,,Phosphorleber: in ihrem Fett 
einen héheren Gehalt an gesattigten und unveresterten Fettsauren hat 
als das Leberfett gesunder Tiere. Im pathologischen Leberfett verschiebt 
sich das Verhaltnis von Olséure zu Linolséure, wie es im normalen 
Leberfett vorliegt, durch eine starkere Abnahme der letzteren. Wahrend 
hochungesattigte Fettséuren (Arachidonsdure) in dem Fett der ,,Phos- 
phorleber** nicht gefunden wurden, konnte ihr Vorkommen in dem 


Leberfett gesunder Tiere sehr wahrscheinlich gemacht werden. Der 


Gehalt an organisch gebundenem Phosphor, als Phosphatid berechnet, 
ist in dem Leberfett normal ernahrter Kaninchen gréBer als bei Tieren, 
denen Phosphor subcutan zugefiihrt wurde. Bemerkenswert erscheint 
weiterhin der niedrige Cholesteringehalt des pathologischen Leberfettes, 
waihrend das Unverseifbare bei beiden Fetten annahernd den gleichen 
Wert aufweist. Es erscheint wahrscheinlich, da der Phosphatid- und 
Cholesteringehalt der Leberzelle sich wahrend der Einwirkung des 
Phosphors und der dadurch bedingten Fettansammlung in der Zelle 
nicht wesentlich andert. 

Kine Diskussion der Ergebnisse kann erst im Rahmen einer spateren 
Arbeit erfolgen. Uber weitere Untersuchungen an Enzymsystemen der 
Leber phosphorvergifteter Kaninchen soll spater berichtet werden. 
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Uber das spezifisch-endogene Stickstoffminimum 
und seine partielle Deckung durch Glykokoll. 
Von 
M. D. Mezinceseu. 

(Aus dem biochemischen Laboratorium des staatlichen Instituts fiir Hygiene 
und Volksgesundheit, Bukarest.) 

(Eingegangen am 8, April 1942.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 


1. Inden Jahren 1931 —1934 bewies ich bei Versuchen an Schweinen, 
daB die Zufiigung von Glykokoll, Alanin, Asparaginsaure, Glutaminsaure 
Asparagin, Acetamid und Succinamid bei einer N-freien Kost eine be- 
deutende Herabsetzung der spezifisch-endogenen Stickstoffausscheidung 
zur Folge hat (8). Zur selben Zeit habe ich in Zusammenarbeit mit 
Terroine und Simone Valla noch festgestellt, daB die Verabreichung 
von Cystin dieselbe Wirkung hat (13). Diese Ergebnisse, sowie frithere 
iiber die Wirkung der Ammoniumsalze, haben Terroine (12) veranlaBt, 
seine bekannte Theorie aufzustellen, nach welcher der gesamte N-Bedarf 
zum Teil einem differenzierten, zum Teil einem undifferenzierten N-Be- 
darf entspricht, und zwar: Bedarf an unentbehrlichen Aminosauren 
einerseits, Bedarf an N H,-Gruppen bzw. an Stoffen, die solche Gruppen 
dem Organismus zufiihren kénnen, andererseits. 

In letzter Zeit haben Lintzel und Bertram (4) die Giiltigkeit unserer 
Ergebnisse in Frage gestellt. Ihre Bedeutung sei zweifelhaft, da die von 
uns verwandte Versuchsanordnung mangelhaft ware. An Stelle unserer 
Methode schlagen Lintzel und Bertram eine andere vor, mit welcher sie 
meinen bewiesen zu haben, daB das Glykokoll nicht im geringsten 
fahig ist, das spezifisch-endogene Stickstoffminimum des Menschen 
zu decken!. Wir miissen im Gegenteil nach den Ergebnissen dieser 
Forscher annehmen, daB das einer N-freien Kost beigefiigte Glykokol! 
eine Erhéhung der endogenen Ausscheidung hervorrufen wiirde. 

Wir nehmen uns vor, die von Lintzel und Bertram ausgefiihrten 
Versuche einem kritischen Studium zu unterziehen und zu beweisen, 


1 Wie Terroine bezeichnen wir gewohnlich die Stickstoffausscheidung, 
die dem unvermeidlichen Verlust des Organismus entspricht, als das Mini- 
mum der spezifisch-endogenen Stickstoffausscheidung (in franzésischer Sprache 
minimum de dépense azotée endogéne spécifique). In seiner Arbeit iiber den 
EiweiBstoffwechsel gebraucht K. Felix (3) den kiirzer gefaBten Ausdruck 
das endogene Stickstoffminimum. Wir halten es fiir angezeigt. diese beiden 
Ausdriicke zu vereinigen, und im folgenden werden wir vorzugsweise die 
Bezeichnung das spezifisch-endogene Stickstoffminimum henutzen. 


6* 
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da die erzielten Ergebnisse nicht die Bedeutung haben, die ihnen von 
diesen Verfassern zugemessen wurde. 

2. Unsere friiheren Versuche wurden auf folgende Weise ausgefiihrt : 

Dem Versuchstiere wurde eine N-freie Kost verabreicht und, sobald 
ein permanenter Zustand erreicht worden war, wurden wahrend 6 Tagen 
die taglichen Stickstoffverluste festgestellt. Darauf wurde, in einer 
zweiten Periode von 6 Tagen, der N-freien Nahrung die untersuchte 
Aminosaure zugefiigt und taglich die N-Bilanz bestimmt. Endlich 
wurde in einer anschlieBenden dritten Periode, wie in der ersten, die Be. 
stimmung des spezifisch-endogenen Stickstoffminimums wiederholt. 
Die Wirkung der Aminosaéure wurde durch Vergleich der N-Bilanz der 
zweiten (experimentellen) Periode mit dem Mittelwert der N-Bilanzen 
der ersten und dritten Kontrollperiode festgestellt. 


Lintzel und Bertram behaupten, daB die den beiden letzten Perioden 
entsprechenden Bilanzen in gewissem MaBe den EinfluB der vorangehen- 
den Perioden wiedergeben, was eine scheinbare Abnahme der endogenen 
Ausscheidung vortaéuschen wiirde, die aber in Wirklichkeit nicht statt- 
findet!. Wir werden spiterhin untersuchen, inwieweit dieser Nachteil 
tatsachlich besteht und sich auswirkt. Um diesen Nachteil zu beseitigen 
und damit zu beweisen, daB die Hinzufiigung von Glykokoll bei einer 
N-freien Kost keine Abnahme der spezifisch-endogenen Stickstoffaus- 
scheidung des Menschen zur Folge hat, verfahren Lintzel und Bertram 
folgendermafen : 

In einem ersten Versuch beginnen sie damit, das spezifisch-endogene 
Stickstoffminimum der Versuchsperson zu bestimmen. Zu diesem 
Zweck verabreichen sie ihr wihrend 7 Tagen an Stelle der gewOhnlichen 
eine N-freie Kost und betrachten als MaB des spezifisch-endogenen 
Stickstoffminimums das Mittel der den letzten 3 Diat-Tagen (d. h. den 
5:, 6. und 7.) entsprechenden N-Bilanzen. Am Ende dieser N-freien 
Nahrungsperiode kehrt die Versuchsperson fiir eine unbestimmte Zeit 
wieder auf eine normale gemischte Diat zuriick. Darauf wird, in einem 
zweiten Versuch, diese Diit wahrend 7 Tagen durch die in dem ersten 
Versuch verabreichte N-freie Kost ersetzt, welcher Glykokoll hinzu- 
gefiigt wird. Wie auch in dem ersten Versuch werden die dem 5., 6. und 
7. Tag entsprechenden Bilanzen als bezeichnend angesehen. DieWirkung 
der Verabreichung von Glykokoll wird durch den Vergleich der Mitte! 
dieser Bilanzen mit dem friiher bestimmten  spezifisch-endogenen 
Stickstoffminimum festgestellt. 


' ,,.Nimmt man an, daB die Passage des zugefiihrten Glykokoll-N durch 
den Tierkérper langer als 24 Stunden dauert, so wird die Bilanz in der 
Glykokoliperiode zu giinstig, in der darauffolgenden Nachperiode zu un 
giinstig ausfallen.‘‘ 
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Tabelle I. Partielle Deckung des spezifisch-endogenen Stickstoff- 
minimums durch Glykokoll beim Schwein (nach Mezincescu), 








N-freie Vorperiode 

N-freie Nachperiode 

Mittel aus beiden 

Periode mit Glykokoll (+ 1,159 g N) 


g 


0,560 
0,560 
0,560 
1,719 


N-Zufuhr Harn-N Kot-N 


g g 


1,657 | 0,207 
1,680 0,278 
1,668 0,242 


2,477 | 0,227 


Gesamt- 
N-Aus- 
scheidung 


g 


1,864 
1,958 
1,911 
2,703 


Endogene 
N-Aus- 
scheidung 


g 


1,304 
1,398 
1,351 
0.984 


Differenz: § _ a 
/0 om 


Tabelle II. Steigerung der endogenen Stickstoffausscheidung 
nach Glykokollzufuhr beim Menschen (nach Lintzel und Bertram). 





Gesamt- | Endogene 
N-Aus- N-Aus- 


N-Zufuhr Harn-N Kot-N . . 
scheidung scheidung 


~ g a 


Erster Versuch (N-freie Kost) 


0,25 3,12 0,64 
0,25 2,92 | 0 
0,25 2,48 1,33 
Mittelwerte : 0,25 2,84 | 0,66 
Zweiter Versuch (N-freie Kost 
+ 13,7 g Glykokoll) 
7,06 0,25 7,31 4,50 
5,81 0 5,81 3,00 
6,26 1,16 7,42 1,61 
Mittelwerte : 6,38 0,47 6,85 4,04 


F 0,79 
Differenz: % Posy 
Oo | 24,3 


Beide Methoden, sowie die Ergebnisse zu denen sie fiihrten, werden 
durch obige Beispiele erlautert (Tabelle I und I). 

Beim ersten Anblick kann die von Lintzel und Bertram angewandte 
Versuchsanordnung als gerechtfertigt betrachtet werden. Es ist aber 
unzweifelhaft, daB die damit erzielten Ergebnisse nur dann von Interesse 
sein kénnen, wenn die Priliminar-Versuche die Feststellung des spe- 
zifisch-endogenen Stickstoffminimums gestatten. Die Erfiillung dieser 
Bedingung ist unerlaBlich. Sie kann nicht von vornherein zugegeben 
werden und Lintzel und Bertram beweisen sie nicht (ihre Versuche 
lassen eher das Gegenteil vermuten). In der Tat ist der Bedingung nicht 
Geniige geleistet worden. Die in dem Folgenden beschriebenen Versuche 
bezeugen dies. 

3. Die Ersetzung der iiblichen gemischten Kost des Menschen (oder 
des Schweines, Hundes usw.) durch eine solche, die alle unentbehrlichen 
Nahrstoffe auBer EiweiB enthalt, hat die Abnahme der Stickstoffaus- 
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scheidung bis zu einem mehr oder weniger bestandigen Niveau zur Foive 
welches das spezifisch-endogene Stickstoffminimum der Versuchsperson 
darstellt. Der Ubergang der Ausscheidung von dem Ausgangsniveau 
bestimmt durch den EiweiBgehalt der tiblichen Kost, zu dem dem 
spezifisch-endogenen Stickstoffminimum entsprechenden Niveau, geht 
stufenweise vor sich, und zwar in einem wechselnden Zeitraum, wahrend 
welchem der EinfluB des vorherigen Zustandes beseitigt wird ein 
EinfluB, der zur Folge hat, daB in diesem Zeitraum die Ausscheidungen 
groBer oder kleiner sind, je nachdem die vorherige gemischte Kost 
gréBere oder kleinere Mengen Stickstoff enthielt. Folglich ist das 
spezifisch-endogene Stickstoffminimum definitionsgemaB der Wert, den 
die Stickstoffausscheidung erhalt, wenn der EinfluB8 des vorherigen 
Zustandes beseitigt worden ist. 





Wie friiher erwahnt, bestimmen Lintzel und Bertram das spezifisch- 
endogene Stickstoffminimum des Menschen, indem sie die Stickstoff- 
verluste am 5., 6. und 7. Tage der N-freien Kost feststellen. Wenn wir 
jedoch den obigen Ausfiihrungen Rechnung tragen, ist die Frage gerecht- 
fertigt, ob in 4 Tagen N-freier Kost der EinfluB des vorherigen Zustandes 
beseitigt ist und ob die Stickstoffverluste in den 3 folgenden Tagen 
unabhangig sind von dem Stickstoffgehalt der vorherigen gemischten 
Nahrung, so daB sie als ein giiltiges MaB des spezifisch-endogenen Stick- 
stoffminimums angesehen werden kénnen. 

Um diese Aufgabe zu lésen, gingen wir folgendermaBen vor: 

Von der gewoéhnlichen Kost ausgehend, haben wir uns, in einem 
ersten Versuch, 6 Tage lang mit einer etwa 45g Eiweif enthaltenden 
Ration ernahrt. Darauf haben wir diese Ration wihrend 7 Tagen durch 
eine praktisch N-freie ersetzt. Andererseits haben wir uns, in einem 
zweiten Versuch, ebenfalls von der gewéhnlichen Diat ausgehend, 
folgendermaBen ernahrt: erstens 7 Tage mit einer etwa 70g Eiweil} 
enthaltenden Ration und unmittelbar darauf weitere 7 Tage mit der 
im ersten Versuch eingenommenen N-freien Ration. In den ersten 
Perioden jedes Versuchs haben wir den Harn-N bestimmt, um die Er- 
reichung des Gleichgewichts zwischen Zufuhr und Ausscheidung zu 
kontrollieren, und in den N-freien Perioden haben wir sowohl den 
Harn-N als auch den Kot-N bestimmt und die taglichen Stickstoff- 
verluste festgestellt. 

In der ersten Vorperiode bestand die tagliche Ration aus Friichten, 
Gemiise, Reis, Brot, Butter und etwas Milch, die in solehen Mengen gewahlt 
wurden, da8 sie einer Zufuhr von etwa 2500 Cal. entsprachen und eine 
EiweiBmenge von etwa 45g enthielten. In der zweiten Vorperiode wurde 
ein Teil des Brotes und der ganze Reis durch Fleisch ersetzt. Der Kalorien. 


wert blieb dabei unverindert, der EiweiBgehalt wurde jedoch auf etwa 
70 g erhoht. 
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In den N-freien Perioden haben wir uns die ganze Zeit folgendermaBen 
ernahrt: 
morgens: 2 Tassen Tee mit 20 g Zucker, 50 g in Wasser gekochte Tapioka 
mit 20 g Zucker und 25 g Butter, 75 g Marmelade; 
mittags: 200 gin Wasser gekochter Kiirbis mit 25 g Butter, 50 g Tapioka 
mit 20 g Zucker und 25 g Butter, 75 g Marmelade; 


abends: wie morgens. 


€ 


Dem Tapioka-Brei wurde 3,5 g Salzgemisch nach Terroine beigefiigt. 
Des weiteren wurden taglich Limonaden aus dem zentrifugierten Saft emer 
Zitrone getrunken. Die Ration wurde nicht mit Vitaminen erganzt, da 
angenommen wurde, da die in dem Kiirbis, der Butter und dem Zitronensaft 
enthaltenen Mengen ausreichen. Die Tapioka und Marmelade wurden 
denselben’ homogenen Bestaénden entnommen. Andererseits wurde immer 
dieselbe Kiirbissorte benutzt sowie Butter derselben Herkunft, deren 
Stickstoffgehalt mehrmals kontrolliert wurde. Wir geben weiter unten den 
Stickstoffgehalt der Ration und ihren Kalorienwert (Tabelle ITI). 

Wir fiigen noch hinzu, daB wir wahrend der Versuchsperioden getrachtet 
haben, die Zeit méglichst gleichmaBig zu verbringen, indem wir jede kérper- 
liche Anstrengung, die betrachtliche Variationen des Kalorienverbrauches 
zur Folge haben kénnte, sowie tibermaBiges Schwitzen, vermieden. 


Tabelle III. 
Zusammensetzung der Ration, N-Gehalt der Nahrungsmittel 
und ihr Warmewert. 





N-Gehalt * Wiirmewert ** 
Nahrungsmittel Mengen “far 100g | Gesamt | fdr 100g | Gesamt_ 

g g g g g 

TATMONG, 0) 5s.0s siege vein deie 150 0,015 0,022 350 525 
PE ive atydecwen ae 200 0,113 | 0,226 32 64 
Marmelade ............ 225 0,086 0,193 350 787 
Bees eee 100 0,087 0,087 770 770 
Mc atenw aderes sexed 100 0 0 400 400 
Total : _ — 0,528 - 2546 

* Mittlere analytische Werte. —- ** Nach den Tabellen. 


Wie sofort ersichtlich, handelt es sich eigentlich um zwei voneinander 
verschiedene Versuche, zwecks Feststellung des spezifisch-endogenen 
Stickstoffminimums ein und derselben Person nach der von Lintzel und 
Bertram vorgeschlagenen Methode; Versuche die nur eine einzige Eigen- 
tiimlichkeit haben: jedesma! ist der vorherige Zustand, d. h. das ,,gew6hn- 
liche** Regime, welches der N-freien Kost vorangeht, deutlich bestimmt : 
dieses Regime ist in einem Fall verhaltnismaBig arm, in dem anderen 
jedoch reicher an Eiweif. 

Die Ergebnisse der Versuche sind in den folgenden Tabellen (Ta- 
bellen IV und V) aufgezeichnet. 

Wenn man die Tabellen durchgeht, sieht man einerseits, daB in 
dem ersten Versuch, als die N-freie Kost dem an EiweiB armen Regime 
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folgte, inden letzten 3 Tagen (1.,2.und3. Juli bzw. dem 5., 6. und 7. Tage 
N-freier Kost) eine mittlere endogene Ausscheidung von 2,69 g N /24 Std 
erreicht wurde. Andererseits ist zu ersehen, daf im zweiten Versuch. 
als man von dem an Eiweif} reichen Grund-Regime ausgegangen war, 
eine viel hGhere endogene Ausscheidung gefunden wurde, und zwar von 
3,71 ¢ N24 Std. (das Mittel der Stickstoffverluste vom 28., 29. und 
30. Juli). 

Tabelle IV. Erster Versuch fiir die Bestimmung des spezifisch 

endogenen Stickstoffminimums der Versuchsperson M. D. M. 





Gesamt- Endogen: 
N-Zufuhr Harn-N, Kot-N | _N-Aus- N-Aus- 


Datum Kost scheidung — scheidung 
g g g g g 
a) gemischt (wie iiblich) 
18. VI. wey ; 
19. VI. ae}. ‘ 
20. VI. 9,29 : 
b) mit etwa 45 g EiweiB 
21.. VI Le SOR. isn ne boy 9 — - 
22. VI ar get” “eke sees 4 6,02 
23. VI Be tise Saha eteee _ 5,95 - 
24. VI be: ache panne aes 5,46 = 
25. VI See aay a oreo 5,70 - - 
26. VI Sal ee ye ns ne 5,65 1,60 7,25 
c) N-freie 
Zi. Vie DME is oe hae 0,53 4,76 = 1,10 5,86 5,33 
28. VI. “SRR RE reas oe 0,53 3,10 | 0 3,10 2,57 
29... VI. Bea.) vine avaae 0,53 2,66 2,01 4,67 4,14 
30. VI. Me. sie. aaa’ 0,53 2,80 0,82 3,62 3,09 
1. VII. ort 5p) 8. Ge ok Sabet 0,53 2,31 1,22 3,53 3,00 
2. VIL. Saar ef 3 0,53 2,15 | 0,81 2,96 245 
3. VII. Beet ay eens Sy 0,53 2,31 | 0,86 3,17 2,64 
Mittelwerte fiir den 1., 2. u. 3. Juli: 0,53 2,26 0,96 3,22 2,69 


Schon allein der Umstand, daB die Versuche zu verschiedenen 
Ergebnissen gefiihrt haben, ist beweisfiihrend ; und die Differenz zwischen 
den erhaltenen Werten, die uns daran hindert, das spezifisch-endogene 
Stickstoffminimum der Versuchsperson festzustellen (wir kénnten nicht 
behaupten, daB es sich von einem Versuch zum anderen verandert hatte, 
dies wire iibrigens zwecklos), kann nur auf eine Weise erklart werden: 
In dem zweiten Versuch zum mindesten (wenn nicht auch im ersten, 
wie es den Anschein hat) verbleiben die Stickstoffverluste, die nach 
Lintzel und Bertram als MaB des spezifisch-endogenen Minimums be- 
trachtet werden miiBten, unter dem Einflu8 des vorherigen Zustandes, 
da sie in ihrer GréBe abhangig sind von dem Stickstoffgehalt der Grund. 
ration. Es ergibt sich daraus, da diese Verluste nicht das MaB des 
spezifisch-endogenen Stickstoffminimums darstellen, denn dieses ist 
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Tabelle V. Zweiter Versuch fiir die Bestimmung des spezifisch- 
endogenen Stickstoffminimums der Versuchsperson M. D. M. 





Gesamt- Endogene 
Datum Kost N-Zufuhr| Harn-N} Kot-N  jcicidung  seheldung 
g 4 g g g 
a) mitetwa 70g EiweiB 
20. VII. MIS iso's wig x eens ~ 8,51 — _ 
21. VIL. Me tele ah hawt 9,63 — 
22. VII. a a nee toe 9,43 . : 
23. VII. el ee ate nie word — 9,26 — 
b) N-freie 
24. VII. Fe OO es es ae vie 4 0,53 7,49 1,81 9,50 8,77 
25. VII. | ee eee Cae 0,53 4,79 1,38 6,17 5,64 
26. VII. Hea? A waseseaon 0,53 3,53 | 0,90 4,43 3,90 
27. VII. Oe ae dex cower’ 0,53 3,13 | 1,18 4,31 3.78 
28. VIL. ae Nae ah eae am 0,53 3,32 | 0,79 4,11 3,58 
29. VIL. Got) eis Cee 0,53 2,79 | 1,40 4,19 3,66 
50. VII. Boe See atte naee Hilts 0,53 2.40 | 2,03 4,43 3,90 
Mittelwerte fiir den 28.,29.u.30. Juli: 0,53 2.84 | 1,4! $24 3,71 


definitionsgemaf der Wert, den die Stickstoffverluste erhalten, wenn 
der EinfluB des vorherigen Zustandes ausgeschaltet ist. Lintzel und 
Bertram gehen jedoch in ihren Versuchen von Anfangsdiaten aus, die 
ebenso reich an Eiweif sind wie diejenige aus unserem zweiten Versuch!. 
Demzufolge sind wir berechtigt, dasselbe von den von ihnen als bedeutsam 
angesehenen Stickstoffverlusten zu behaupten: diese Verluste sind in 
ihrer GréBe von den vorherigen Zustanden bestimmt und stellen nicht 
die spezifisch-endogenen Stickstoffminima der Versuchspersonen dar. 


Wir halten es fiir zweckmaBig, noch folgende Erklarungen beziiglich 
obiger Versuche zu geben: 

Die Differenz zwischen den in den beiden Versuchen gefundenen Stick- 
stoffverlusten kann weder mit den Gewichtsverainderungen der Versuchs- 
person noch mit eventuellen Abweichungen der aktiven Masse des Organismus 
in Beziehung gebracht werden: in beiden Versuchen ist man von nahezu 
gleichen Gewichten (69,7 und 69,5 kg) ausgegangen und die Gewichtsverluste 
waren unbedeutend (0,3 bzw. 0,2 kg); andererseits waren in den N-freien 
Perioden die Kreatinin-Ausscheidungen praktisch dieselben (durch-chnittlich 
von 1,19 bzw. 1,13 g/24 Stunden). 

Die Ergebnisse unserer Versuche und die durch diese Versuche fest- 
gestellten Nachteile der von Lintzel und Bertram angewandten Methode 
waren iibrigens leicht vorauszusehen, wenn man in Betracht zog, daB der 
Ubergang von dem gewohnlichen Niveau der Stickstoffausscheidungen des 
Menschen zu dem spezifisch-endogenen Stickstoffminimum sehr langsam 


1 Diese Verfasser haben einen Versuch an Versuchsperson L. ausgefiihrt 
und einen anderen an Versuchsperson B. Die Harn-Stickstoffausscheidung 
des letzten Tages der gemischten Kost betrug in dem einen Falle 12,4 g und 
in dem anderen 9,12 g. 
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vor sich geht (in einem unerwartet langen Zeitraum). Alle friiheren Versuch 
beweisen diesen Umstand (man kénnte sogar behaupten, daBi seine EF) 
lauterung der einzige positive Beitrag ist, den die meisten dieser Versuche 
der Kenntnis des spezifisch-endogenen Stickstoffminimums des Menschen 
bringen). Er ist deutlich in folgender Abbildung (Abb. la) dargestellt. wo 
wir die von Deuel (2), Smith (11) und uns (9) bei N-treier Kost gefundenen 
Harn-Stickstoffausscheidungen aufgezeichnet haben. Deuel erreichte ers: 
nach 9 Tagen ein konstantes Niveau der Stickstoffausscheidung, Smith 
erreichte das ~pezitixsch-endogene Minimum nur in 16 Tagen und in unserem 
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Abb. 1. a die Harn-Stickstoffausscheidungen in den Versuchen von Deuel, Smith und Mezincescu ; 

+» die Harn-Stickstoffausscheidungen in den Versuchen von Lintzel und Bertram und in den in 

dieser Arbeit beschriebenen Versuchen (Abszisse: Tage N-freier Kost); ¢ das Verhiltnis zwischen 

dem Stickstoffgehalt der Grundration und dem Niveau der mittleren endogenen Stickstoff- 

susscheidung an dem 5., 6. und 7. Tage N-freier Kost (die Stickstoffausscheidungen der letzten 
Tage der gemischten Kost in schwarz, die endogenen Ausscheidungen schraffiert). 


Versuch nimmt die Stickstoffausscheidung nach 13 Tagen weiterhin ab. 
im oberen Teil der Abbildung (6) haben wir noch die den von Lintzel und 
Bertram veréffentlichten Versuchen entsprechenden Kurven eingetragen, 
sowie diejenigen, welche den in dieser Arbeit beschriebenen Versuchen 
entsprechen. Der Vergleich der verschiedenen Kurven scheint uns aut 
schluBreich. Er zeigt, da®B die Kurven in den ersten 7 Tagen denselben Ver- 
lauf haben: sie lassen eine schnelle Abnahme der Stickstoffausscheidungen 
erkennen, die in keinem Versuche ein konstantes Niveau erreicht haben. 
SchlieBlich muB, neben den obigen Ausfiihrungen, folgende Bemerkung als 
besonders lehrreich betrachtet werden: wie aus dem dritten Teil der Ab- 
bildung (ec) ersichtlich ist, sind die von Lintzel und Bertram und von uns 
(nach der Methode dieser Verfasser) gefundenen ,,spezifisch-endogenen 
Minima” in allen Fallen beinahe proportional den Stickstoffaus-cheidungen 
der letzten Tage der gemischten Kost. 





4. In Wirklichkeit betrachten Lintzel und Bertram als spezifisch- 
endogene Minima Zwischenwerte, die die Stickstoffausscheidungen an- 
nehmen, wahrend sie sich den wirklichen Minima nahern (iiber welche 
die Versuche dieser Autoren einen einzigen giiltigen AufschluB geben. 
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und zwar: dab sie kleiner sind als die von ihnen angenommenen Zwischen- 
werte). Demnach fehlt deren Folgerungen in bezug auf die Fahigkeit des 
Glykokolls, das spezifisch-endogene Stickstoffminimum zu decken, jede 
sichere experimentelle Basis. 

Da andererseits nach 4 Tagen in den Vorversuchen das Niveau des 
spezifisch-endogenen Stickstoffminimums nicht erreicht wurde, hat man 
in demselben Zeitraum um so weniger einen Gleichgewichtszustand in 
den Versuchen mit Glykokoll erzielt. Und dieser Umstand erklart sowohl 
die UnregelmaBigkeit der erhaltenen Ergebnisse als auch den , der 
spezifisch-dynamischen Wirkung entsprechenden EinfluB**, welchen die 
Verabreichung von Glykokol! auf das Niveau der spezifisch-endogenen 
Stickstoffausscheidung ausiiben wiirde. 

Wir weisen in erster Linie auf folgenden Umstand hin: 

Die beiden von Lintzelund Bertram mit Glykokoll ausgefiihrten Versuche 
haben in der Tat verschiedene Resultate ergeben. Nur von dem an Versuchs- 
person B. ausgefiihrten Versuche kann man annehmen, da er eine Steigerung 
der spezifisch-endogenen Stickstoffausscheidung aufweisen wiirde. Der 
andere, an Versuchsperson L. ausgefiihrte, deutet eher darauf hin, daB die 
Beifiigung von Glykokoll gar keinen Einflu8B hat, und die Daten, die gebracht 
wurden, um zu beweisen, daB auch diesmal eine ahnliche Steigerung fest- 
gestellt wurde, sind von einem Komplementirversuch geliefert, der unter 
ganz anderen Bedingungen ausgefiihrt und willkiirlich mit dem anfanglichen 
vermengt wurde. 

Unter diesen Umstanden ist es sicherlich geeigneter, ,,an zufdllige 
Schwankungen der endogenen Ausscheidung (zu) denken,** was Lintzel und 
Bertram selber anfangs zugaben. Aber seither scheinen diese Verfasser 
anzunehmen, ohne jedoch iiberzeugendere Daten erbracht zu haben, daB 
sie das Vorhandensein einer spezifisch-dynamischen Wirkung des Glykokolls 
auf die endogene Stickstoffausscheidung (das ist die Benennung, die sie der 
angeblichen Steigerung der endogenen Ausscheidung gegeben haben) end- 
giiltig bewiesen haben. 

Deshalb halten wir noch folgende Betrachtungen fiir angebracht : 

Unsere Versuche zeigen, da der Zeitraum, in welchem das Niveau 
des spezifisch-endogenen Minimums erreicht wird, um so gr6Ber ist, je 
reicher an Stickstoff das der N-freien Kost vorangehende Anfangsregime 
ist. Dieser Umstand rechtfertigt die Behauptung, daB so oft die Stick- 
stoffausscheidungen sinken, mit der Tendenz einen permanenten Zustand 
zu erreichen — die Dauer der Zwischenzeit, welche diesem Zustand voran- 
geht, proportional der Abnahme der Ausscheidungen von dem Anfangs- zu 
dem Endniveau ist. Priifen wir also, von diesem Gesichtspunkte ausgehend, 
die von Lintzel und Bertram ausgefiihrten Versuche. Nehmen wir vorerst 
einmal an, daB die Verabreichung von Glykokoll eine Abnahme der spezifisch- 
endogenen Ausscheidung des Menschen verursacht. Bei sonst unveranderten 
Umstanden erfordert die Erreichung des permanenten Zustandes in den 
Glykokollversuchen eine gréBere Abnahme des Ausscheidungsniveaus als 
diejenige, welche in den Vorversuchen dem Ubergang zu dem spezifisch- 
endogenen Minimum entspricht. Demnach ist die Zwischenzeit in den 
Glykokollversuchen linger als in den Vorversuchen; und daraus ergibt 
sich mit Riicksicht auf den logarithmischen Charakter der Ausscheidungs- 
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abnahme folgendes: die Linien, langs deren man in zwei entsprechenden 
Versuchen zum Gleichgewichtszustand gelangt, haben voneinander ve: 
schiedene Gradienten, sie divergieren, und der Vergleich der Ausscheidungen, 
wenn sie noch im Sinken begriffen sind, taéuscht eine nicht vorhanden: 
Steigerung der endogenen Stickstoffausscheidung vor. Diese Folgerungen 
sind durch die beigegebere Abbildtung erliutert (Abb. 2). 


Es ist zu bemerken, daB Lintzel und Mitarbeiter (5, 6) mit Hilfe 
der von uns gepriiften Versuchsanordnung einige Untersuchungen aus. 
gefiihrt haben tiber die biologische Wertigkeit des MilcheiweiBes und 
iiber die eiweiBsparende Wirkung von Zein und Gelatine (,,Versuche . . 
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Abb. 2. Kurve I die Stickstoffausscheidungen in dem Vorversuch. Kurve II die Stick 

stoffausscheidungen in dem Versuch mit Glykokoll. Kurvenziige 1 die Zwischenperioden vor 

7 bzw. von 9 Tagen. Kurvenziige 2 die permanenten Zustinde. Der Vergleich der Ausschei- 

dungen A und B (am 11. Tage) zeigt eine Abnahme von 30 %, der Vergleich der Ausscheidungen a 
und 6 (am 7. Tage) hingegen eine Steigerung von 15%. 


nach dem Prinzip voneinander unabhingiger Versuchsperioden‘'), fiir 
welche sie tibrigens die in ihren Versuchen iiber die Wirkung von Glyko- 
koll festgestellten spezifisch-endogenen Minima gebrauchen. Unsere 
Betrachtungen beziehen sich folglich auch auf diese Untersuchungen. 

5. Bevor wir schlieBen, werden wir noch einige Worte iiber die 
von Lintzel und Bertram erhobenen Einwendungen gegen unsere Unter- 
suchungen hinzufiigen. 

Sie kénnen wie folgt zusammengefaBbt werden: 1. In der Glykokoll- 
und Nachperiode ist das Niveau der Stickstoffausscheidungen von den 
vorangehenden Perioden  beeinfluBt; die experimentellen Perioden 
haitten nicht ohne Unterbrechung aufeinanderfolgen diirfen. 2. Die 
ununterbrochene Periodenfolge hat den Nachteil, daB die Versuche 
ermiidend wirken: ,,So ergibt sich eine auBerordentlich lange Versuchs- 
dauer, die fiir die Versuchsperson nicht nur eine deprimierende Wirkung 
hat, sondern sogar durch die psychischen Riickwirkungen auf Verdauung 
und Stoffwechsel zu Verfalschungen des Ergebnisses fiihren kinnte.“ 

Diesen Einwendungen glauben wir Folgendes entgegenste!'en zu 
kénnen: 
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1. Es ist nicht ausgeschlossen, daB die aufeinanderfolgenden 
Perioden sich beeinflussen. Dieser Umstand hat aber zweifellos die Er- 
gebnisse nicht in bedeutendem Mabe beeintrachtigt. Wir haben in der 
Tat die in unseren 18 Versuchen mit drei Perioden erhaltenen Daten 
nachgerechnet (6 der ausgefiihrten Versuche haben nur zwei Perioden), 
indem wir die ersten 3 Tage aus den Glykokollperioden und den Nach- 
perioden nicht in Betracht zogen, und haben eine mittlere eiweiBsparende 
Wirkung von 23,3°% erhalten, ein Wert, der dem urspriinglichen von 
27,4°% gentigend nahe steht. 2. Die Versuche sind tatsachlich ermiidend 
und verursachen manchmal Schwankungen der spezifisch-endogenen 
Ausscheidung (Steigerung oder Verminderung, da sich die Miidigkeit 
manchmal durch eine Erhéhung des Stoffwechse!s offenbart); eben 
deswegen ist eine zweite Kontroliperiode nétig. Doch auch hier handelt 
es sich wahrscheinlich um einen belanglosen Faktor: in 11 Versuchen 
waren die Schwankungen der spezifisch-endogenen Ausscheidung von 
der Vor- zur Nachperiode kleiner als 10°,; und fiir alle Versuche 
unterscheidet sich der Mittelwert der in den Nachperioden gefundenen 
spezifisch-endogenen Minima fast gar nicht von dem den Vorperioden 
entsprechenden Mittelwert (sie betragen 1,49 bzw. 1,51 g N/24 Std.). 


SchlieBlich ist noch zu bemerken, daB die Ergebnisse unserer 
Versuche von verschiedenen Verfassern bestatigt wurden, sogar von 
denjenigen, die versucht haben zu beweisen, da die von uns benutzte 
Versuchsanordnung mangelhaft ware |Lombroso (7), Christine Schult- 
heiss (10)|. Wir erwahnen im besonderen die Untersuchungen von 
Degan (1). Bei Benutzung derselben Versuchsanordnung hat dieser 
Verfasser in Versuchen an Hunden festgestellt, da Glykokoll und Alanin 
bedeutende eiweiBsparende Wirkungen haben (ebenfalls von etwa 30 °%,). 
Er hat hingegen festgestellt, daB Leucin gar nicht fahig ist, die spezifisch- 
endogene Ausscheidung zu decken. Der Unterschied zwischen den mit 
Glykokoli und Alanin einerseits und Leucin andererseits erhaltenen 
Ergebnissen beweist zweifellos, daB diese Ergebnisse keineswegs durch 
die Versuchsanordnung bedingt sind. 


Zusammenfassung. 


Es werden einige Versuche an Menschen iiber die Verwertung des 
Glykokolls gepriift, nach welchen die Hinzufiigung dieser Aminosaure 
bei einer N-freien Kost die Steigerung der spezifisch-endogenen Aus- 
scheidung zur Folge hat, eine Wirkung, die derjenigen in zahlreichen 
Versuchen an Tieren festgestellten, entgegengesetzt ist. Die experimen- 
tellen Angaben, auf welche sich diese SchluBfolgerung stiitzt, haben 
nicht die Bedeutung, die ihnen zugemessen wurde. Sie stellen keine 
giiltigen Mafie des Vergleichelements dar, d. h. des spezifisch-endogenen 
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Stickstoffminimums, noch der Stickstoffverluste, die der Emahruny 
mit Glykokoll im permanenten Zustand entsprechen. Die Methode. 
nach welcher diese Daten erhalten wurden (Bilanzversuche ,.nach dem 
Prinzip voneinander unabhingiger Versuchsperioden‘'), ist, so wie sie bis 
jetzt angewandt wurde, mangelhaft. Sie wurde ferner bei einigen 
Untersuchungen iiber die biologische Wertigkeit des MilcheiweiBes und 
liber die eiweiBsparende Wirkung von Zein und Gelatine benutzt. 
Gegen die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind dieselben Einwen- 
dungen zu machen, die man bei den Versuchen iiber die Wirkung des 
Glykokolls erhoben hat. 

Gleichzeitig wird ein Beitrag zur Kenntnis der Bedingungen er- 
bracht, unter welchen das spezifisch-endogene Stickstoffminimum des 
Menschen festgestellt werden kann und frithere Angaben bestatigt, nach 
welchen das spezifisch-endogene Minimum des Menschen etwa 2 g N pro 
24 Std. betragt, also viel weniger als einige Verfasser angenommen 
haben. 
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Uber Wechselbeziehungen 

zwischen dem Reifezustand von Paprikafriichten 
und der Bestiindigkeit der Ascorbinsiiure. 
Ein Beitrag zur Frage der Ascorbinsiureerhaltung in Paprikakonserven *. 
Von 
Th. Jachimowicz. 

{Aus dem Institut fiir Gemiisebau der Versuchs- und Forschungsanstalt frit 

Gartenbau, Eisgrub (Niederdonau). ! 

(Eingegangen am 20. Mai 1942.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Hinblick auf den hohen Vitamin C-Gehalt des Paprikas, und 
zwar sowohl der Gemiise- als auch der Gewiirzsorten, mu es als be- 
sonders erstrebenswertes Ziel gelten, ein Konservierungsverfahren aus- 
findig zu machen, das es gestattet, den Markt auch in den Winter- 
monaten, also zur Zeit des gréBten Vitamin C-Mangels, mit Paprika 
zu versorgen. Wohl wird seitens der einschlagigen Industrie der Her- 
stellung von Paprika-Essigkonserven schon seit einer Reihe von Jahren 
besonderes Augenmerk zugewendet, doch muB leider beobachtet werden, 
daB die nach den bisher iitblichen Methoden konservierten Friichte 
insofern viel zu wiinschen iibriglassen, als ihr Ascorbinsduregehalt 
unverhaltnismaBig niedrig ist und nur etwa 10 bis 20% von dem des 
Rohmaterials erreicht. 

An dieser Stelle sei ein kurzer Uberblick iiber die heute iiblichen 
Konservierungsmethoden von Paprika eingeschaltet. Meist wird so 
vorgegangen, da die Friichte in grimem Zustand abgeerntet und 
sogleich in 12 °iges Salzwasser in Fiasser eingelegt werden. Nach 2 bis 
3 Monaten, das ist nach Ablauf der gréBten Arbeitsspitzen, werden sie 
nach Fiillung mit WeiBkraut oder Zwiebel in Glaser umgelegt und mit 
2%igem Essig iibergossen. Nach anderen Verfahren werden die Friichte 
unmittelbar nach der Ernte in 2 °,igem Essig konserviert. In letzter Zeit 
ist man dazu tibergegangen, nicht ganze Friichte (gefiillt oder ungefiillt) 
einzulegen, sondern sie in Form von 20 bis 30 mm langen, etwa 5 mm 
breiten Schnitzeln in Glaser zu fiillen und mit Essig zu versetzen 
(Paprikasalat). 

Werden die geschilderten Verfahren vom Standpunkt der Ascorbin- 
siurekonzentration des konservierten Produktes aus betrachtet, so 
mu8 vor allem jenen der Vorzug gegeben werden, die mit der geringsten 
Fliissigkeitsmenge arbeiten, da, wie schon angedeutet, die Ascorbin- 


* Mit Unterstiitzung der Deutschen For-chungsgemeinschaft. 
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saure wasserléslich ist und demnach die Ascorbinsdéurekonzentrat ion 
der konservierten Friichte mit zunehmender Lésungsmenge abnehmen 
mu. So miissen also bei der theoretischen Annahme, da durch den 
KonservierungsprozeB keinerlei Oxydationsverluste eintreten, je nach 
der zugesetzten Fliissigkeitsmenge folgende Konzentrationswerte 21 
erwarten sein: 


Lkg Frucht + 1 kg Lésung 50 °% des Ausgangswertes, 


Ieee = +3,,, es me Yes, - 
Be & +5 ,, nd 16.6% ,, :. usf. 


Was nun die Zerst6rung der Ascorbinsaéure betrifft, so handelt es 
sich hierbei um eine Oxydation unter dem EinfluB des Luftsauerstoffs, 
wobei dieser Vorgang durch Katalysatoren beeinfluBt werden diirfte. 
Als solche kénnen gewisse [onen, vor allem Cupriionen, wirksam sein 
[Euler und Mitarbeiter (2), Kellie und Zilva (3), Armentano (4)|, eine 
Moéglichkeit, die fiir die Konservenindustrie insofern von Bedeutung ist, 
als noch vielfach der Brauch herrscht, Gemiisekonserven mit Hilfe von 
Kupfersalzen zu farben. Dab bei diesem Vorgang die Ascorbinsadure so 
gut wie vollstandig vernichtet wird, konnte w.a. auch durch eigene 
Untersuchungen (1) festgestellt werden. 

Im Gegensatz hierzu vermégen Chlorionen die Oxydation der 
Ascorbinsaéure zu hemmen | Armentano (4)|, eine Erscheinung, die gleich- 
falls durch eigene Beobachtungen (1) an Paprikakonserven_bestitigt 
werden konnte. Denn in Salzwasser (12°ige Natriumchloridlésung) 
eingelegte Paprikafriichte enthielten nach 2 Monaten — von den hohen 
absoluten Verlusten abgesehen — noch immer doppelt so viel Ascorbin- 
siure als das gleiche Material in Essig. 

Die entscheidende Ursache fiir die weitgehende Zerst6érung der 
Ascorbinsiure in Konserven diirfte die Anwesenheit von Oxydations- 
fermenten (Oxydasen) sein, wobei die Frage nach der chemischen Natur 
dieser Fermente bzw. einem etwaigen Zusammenhang mit der erwahnten 
lonenkatalyse vorliufig noch offen bleiben muB. Da die Oxydation der 
Ascorbinséure durch das Zusammenwirken von Luftsauerstoff und 
Oxydasen vor sich zu gehen scheint, ergeben sich zwei Méglichkeiten, 
diesen ProzeB zu verhindern: 

1. Ausschaltung der Oxydasen, 
2. Ausschaltung des Luftsauerstoffs. 


1, Ausschaltung der Oxydasen durch Hitzeeinwirkung. 


Die Erscheinung, daB die meisten Fermente unter dem Einfluf 
héherer Temperaturen ihre Aktivitat verlieren, gibt uns die Méglichkeit, 
die Oxydasen dadurch unschadlich zu machen, daB das Konservierungs- 
gut einer Temperatur von 80 bis 100° C ausgesetzt wird, ein Verfahren, 
das in der Praxis vielfach mit Erfolg angewendet wird (Blanchieren). 
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Eigene Untersuchungen (1) ergeben, daB ein solches Vorgehen bei 
-aprika scheinbar nicht zu dem gewiinschten Ergebnis fiihrt, da die 
Oxydasen des Paprikas weitgehend hitzebestandig zu sein scheinen. 
Trotzdem wurden die im folgenden beschriebenen Versuche angestellt, 
um diese Frage vom Standpunkt der Konservierung zu klaren. 


Methodik. 

Zehn frische, gereinigte Paprikafriichte wurden in 20 bis 30 mm lange 
und 5mm breite Schnitzel zerkleinert, diese gut durehgemischt und daraus 
eine Durchschnittsprobe zur Bestimmung des Anfangswertes (Grund- 
analyse) genommen. Dann wurden drei Versuchsreihen von je vier bis 
funf Kélbehen wie folgt angesetzt : 

Reihe 1: 12 g¢ zerkleinerte Substanz in 50 cem Weithalskolben mit 50 cem 
2% igem Essig tibergossen. 

2: Ansatz wie oben, im siedenden Wasserbad 30 Minuten sterilisrert. 

3: 12g zerkleinerte Substanz in 50 cem siedenden Essig eingetragen 
und das Ganze abgekiihlt. 

Die Kélbchen wurden mit Cellophan verschlossen. Ascorbinsaure- 
bestimmung und Bereechnung erfolgten nach der vom Verfasser (1) an- 
gegebenen Methode (siehe I. und III. Absehnitt der zitierten Arbeit). 


Mittelwerte aus Doppelbestimmungen. 
Ausgangswerte (Grundanalyse) am 31. Juli 1941: 116,0 mg®, 
Ascorbinsaure. 
Tabelle I. 





Fester Anteil 


Reihe Datum weet ao 
gefunden errechnet* 

l 2. VITT. 1941 10,6 22.4 
8. VIII. 1941 2,7 

2 2. VITI. 1941 12,5 22,4 
8. VIII. 1941 8,2 

3 2. VIII. 1941 13,6 22,4 
& VIII. 1941 0,0 


* Die Errechnung des bei verlustloser Konservierung zu erwartenden theoretischen Wertes 
ergibt sich wie folgt: 
12+ 1,16 
. - 100 22,4 mg, 
62 
Wie man sieht, ergibt sich bei, allen drei Versuchsreihen das gleiche 
Bild: rasche Abnahme des Ascorbinsaurewertes schon innerhalb 1 Woche, 
ganz gleich, ob das Material der Hitze ausgesetzt war oder nicht. Es 
gelingt offenbar nicht, durch Hitze die Tatigkeit der Oxydasen aus- 
reichend einzuschranken, eine Beobachtung, die bereits bei friiheren 
Untersuchungen (1) gemacht werden konnte. 


2. Aussehaltung des Luftsauerstoffs. 
Da der Abbau der Ascorbinsaéure durch Zusammenwirken von 
Oxydasen und Luftsauerstoff vor sich geht, erscheint die Méglichkeit 
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gegeben, durch Aufbewahrung der Konserven unter Luftabschlu8 ein 
Zerst6rung der Ascorbinsaure weitgehend zu verhindern. Unte; 
suchungen von Sabalitschka (5) ergaben, dab dies mit Erfolg dadurc| 
erreicht werden kann, daB man das zu konservierende Material mit 
einer Schicht von festem Paraffin versieht. Dieses Ergebnis der Arbeiten 
von Sabalitschka wurde zum AnlaS genommen, entsprechende Versuche 
mit Paprikakonserven durchzufiihren. 

Es wurden zwei Versuchsreihen angesetzt, wobei im wesentlichen 
die oben beschriebene Anordnung beibehalten wurde. 
Reihe 1: 12 g zerkleinerte Substanz im 50-ccm-Weithalskolben mit 50 cem 

2% igem Essig iibergossen. 

2: Ansatz wie oben, mit einer etwa 5mm dicken Schicht geschmo! 
zenem, reinem Paraffin bedeckt, das nach dem Erstarren den 
GefaBinhalt luftdicht abschloB. 

Die Kélbchen wurden ebenfalls mit Cellophan verschlossen. Ausgangs 
wert (Grundanalyse) am 3. September 1941: 204,0 mg% Ascorbinsaure 


Tabelle II. 





Fester Anteil 





Reihe Datum 
gefunden errechnet 
1 10. IX. 1941 23,4 39,5 
17. TX. 1941 16,6 
25. IX. 1941 2,4 - 
2 10. IX. 1941 45,5 39,5 
17. IX. 1941 44,1 
25. IX. 1941 57,7 a 


Wahrend in den nicht luftdicht abgeschlossenen Proben der Reihe | 
eine stetige Abnahme der Ascorbinsaéure zu verzeichnen ist, konnte bei 
der zweiten Reihe eine absolute Konstanz beobachtet werden. 

Als besonders bedeutungsvoll muB aber eine Beobachtung heraus- 
gestellt werden, die im Zusammenhang mit diesen Versuchen gemacht 


werden konnte. Werden namlich an Stelle der griinen Friichte vollreife 
rote Friichte verwendet, so zeigt sich bei sonst gleichbleibender Versuchs- 


anordnung folgendes voéllig geandertes Bild: 

Ausgangswert (Grundanalyse) am 18, September 1941: 218,7 mg°, 
Ascorbinsaure. 
Tabelle III. 





Fester Anteil 
Reihe Datum ¥ oe 


gefunden 








errechnet 





1 25. IX. 1941 41,3 42,3 
(ohne 10. X. 1941 30,9 — 
Paraffin) 24, X. 1941 29,2 - 

2 25. IX. 1941 44,1 42,3 
(mit 10. X. 1941 32,6 — 


Paraffin) 24. X. 1941 34,5 — 
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Wie man sieht, ist die Haltbarkeit der Ascorbinsaure in beiden 
Fallen annahernd gleich, d. h. der Luftsauerstoff hat auch bei Reihe 1 
keinen wesentlichen Einflu® auf den Abbau der Ascorbinsaure. 

Aus dieser Tatsache wurde die Folgerung gezogen, daB in roten, voll- 
reiten Friichten entweder die Wirksamkeit der Oxydationsfermente ab- 
nimmt oder aber geringere Mengen an Oxydationsfermenten vorhanden 
sein miissen als in griinen Friichten. Damit muB sich aber die Méglich- 
keit ergeben, die Oxydasewirksamkeit der Friichte wihrend des Reifens 
dadurch zu ermitteln, daB die Geschwindigkeit des Ascorbinsaéure- 
abbaues als MaBstab genommen wird. Zu diesem Zweck wurden folgende 
Untersuchungen in die Wege geleitet: 


Methodik. 


Eine gréBere Anzahl annahernd gleich entwickelter griimer Friichte 
ein und derselben Sorte wurde, ohne sie von der Pflanze abzunehmen, aus- 
gewahlt und markiert. In Abstanden von 7 Tagen wurden je zwei Stiick 
geerntet und untersucht. Das Material wurde in einer Reibschale zu 
Brei zerrieben, davon 5g zur Bestimmung des Ausgangswertes (Grund- 
analyse) genommen und der Rest stehengelassen. Wahrend in der unver- 
letzten Frucht Oxydase und Ascorbinsaéure nicht aufeinander einwirken 
kénnen, ist dies durch Zerst6rung des Gewebes méglich. Nach weiteren 
1, 2, 4 und 8 Stunden wurden weitere 5g Proben entnommen und wieder 
auf Ascorbinsaure untersucht. 


Die Ergebnisse sind in folgender Zusammenstellung wiedergegeben : 


Tabelle IV. 





’ Werte nach dem Stehen Verlust nach 
Unter- a ; Aus- a 8 Std. in? 
such.- Erntedatum gangs- | 1 Std. 2 Std. 4 Std. 8 Std. qes Aus- ° Fruchtfarbe 
Nr. wert : 5 : ss gangswertes 
mg% Ascorbinsiure 
1 14. VIII. 1941: 91,9 |} 48,0 32,7) 24,2 8,0 91,3 griin 
2 21. VIII. 1941 | 145,1 | 122,0 108.4 86,1 61,9 57,3 pee 
3 29. VITE.1941 182.7 155,7 143,3  133,4 119,5 35,0 ys 
4 5. IX.1941 202.9 182,1 126,0 161,9' 140,9 31,0 ia 
5 12. IX. 1941 | 239,4 234,5 233.6 | 226,3 | 216,4 10,0 griin mit 
roten Flecken 
6 18. IX.1941 191,9 192,2 189,3 187,6 177,4 7,5 rot mit 
griin. Flecken 
7 26. IX.1941 273,6 | 255,1 239.9 244.8 241,3 11,5 rot 


Schon ein fliichtiger Blick zeigt die ausgepragten Wechselbeziehun- 
gen zwischen Fruchtreife (gekennzeichnet durch die Fruchtfarbe) und 
dem Abbau der Ascorbinsaéure. Besonders deutlich sind sie der graphi- 
schen Darstellung (Abb. 1) zu entnehmen. 

Wie aus dieser zu ersehen ist, verlauft die Kurve bei den ersten 
Versuchen (griine Friichte) steil nach abwarts (rascher Abbau der 
Ascorbinsaure), bei fortschreitender Reife flacher, da der Abbau lang- 


1 * 
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samer vor sich geht. Bei roten Friichten verlauft schlieBlich die Kurve 
fast parallel zur Abszisse, d. h. es findet fast kein Abbau statt, woraus 
geschlossen werden kann, da sich die Oxydasenwirksamkeit solcher 
Friichte praktisch dem Nullwert ni- 
hert. Es ist also tatsdchlich mit fort. 
schreitender Reife eine zunehmend: 
Bestandigkeit der Ascorbinsdure zy 
beobachten, eine Erscheinung, die nicht 
nur theoretisches Interesse bean- 
sprucht, sondern auch praktisch vor 
allem fiir die Konservenindustrie von 
Bedeutung sein diirfte. 


Zusammenfassung, 


Die Ergebnisse der vorliegenden 
Arbeit kénnen in folgenden Punkten 
zusammengefaBt werden: 








Abb. 1. 1. Die Hauptursache fiir die 
rasche Zerstérung der Ascorbinsaure 
in Paprikakonserven diirfte die Anwesenheit von Oxydasen sein, die 
ihr Zerst6rungswerk zusammen mit dem Luftsauerstoff vollbringen. 
2. Ausschaltung der Oxydasen durch Hitzeeinwirkung (Blanchieren) 
fiihrt bei Paprika nicht zu dem gewiinschten Ziel. 
3. Aufbewahrung des konservierten Materials unter Luftabschlul 
(Paraffinschicht) erhéht die Haltbarkeit der Ascorbinséure betrachtlich. 
4. Es konnte weiter festgestellt werden, daB in roten, vollreifen 
Friichten die Ascorbinsiure wesentlich bestandiger ist als in griinen 
Friichten. 
Herrn Dr. L. Kopetz sei an dieser Stelle fiir seine wertvollen Anregungen 
aufrichtiger Dank ausgesprochen. Gleichzeitig méchte ich bei dieser 
Gelegenheit Frl. Dipl.-chem. Else Kisely fiir ihre Mitarbeit bestens danken 


Literatur, 
1) Th. Jachimowicz, diese Zeitschr. 307, 387, 1941. 2) Euler, M yrback 
u. Larsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 1, 1933. 3) Kellie u. Zilva, 
Biochem. J. 29, 1028, 1935. — 4) L. Armentano, diese Zeitschr. 307, 270. 


1941. 5) Th. Sabalitschka, Die Ernahrung 6, 65, 1942 
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Uber die Entstehung des aktiven Thrombins. 
(1. Phase der Blutgerinnung.) 


Von 
H. Dyekerhoff und R. Marx. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Reichsuniversitat 
StraBburg.) 


(Eingegangen am 5, Juni 1942.) 


In seiner ausgezeichneten Abhandlung ,,Fortschritte in der Physio- 
logie der Blutgerinnung’'! bezeichnet FE. Wéhlisch auch heute noch die 
..klassische Blutgerinnungstheorie*’ als tragfihiges Fundament aller 
Blutgerinnungsforschung. Der Inhalt der klassischen Blutgerinnungs- 
lehre 14Bt sich kurz in folgende Formel bringen: Erste Phase der Blut- 
gerinnung: Prothrombin + Thrombokinase + Calciumion — Thrombin. 
Zweite Phase: Thrombin + Fibrinogen = Fibrin. Beziiglich der zweiten 
Phase der Blutgerinnung macht die klassische Blutgerinnungslehre die 
Aussage, da8 die Fibrinbildung aus Fibrinogen als katalytische Um- 
wandlung einer Substanz in eine chemisch andere aufzufassen ist, da 
also Thrombin als Enzym angesehen werden mu. 

Diese Ansicht scheint sich trotz vieler Lrrwege der Forschung 
immer wieder als richtig zu erweisen. Uns beschaftigt jedoch in dieser 
Arbeit nur die erste Phase der Blutgerinnung, iiber die Morawitz2 
folgendes aussagt: ,,Wie man sich das Zusammenwirken der drei Kérper 
vorzustellen hat, ob die Thrombokinase etwa nach Art eines Ambo- 
ceptors in das Thrombinmolekiil mit tibergeht, und was fiir eine Rolle 
dabei die Kalksalze spielen, muB bei der Unkenntnis der chemischen 
Natur der Fermente dahingestellt bleiben.” 

Das Problem der Thrombinentstehung ist auch heute noch unklar. 
E. Wohlisch (i. c.) faBt alle bisherigen experimentellen Ergebnisse in 
einer ,,Arbeitshypothese** zusammen, deren wesentlichen Inhalt wir im 
folgenden kurz skizzieren: 

Der Kontakt des Blutes mit benetzbaren Fremdkérpern ruft das 
Wirksamwerden eines wahrscheinlich als proteolytisches Ferment 
anzusehenden Agens hervor, das zu seiner Aktivierung Kalk be- 
notigt. Dieses hypothetische Ferment bildet aus der Prothrombin- 
vorstufe Prothrombin I (ordets Proserozym) das Prothrombin IL 
(aktivierbares Prothrombin, Bordets Serozym). Gleichzeitig setzt das 
Ferment aus Blutzellen Thrombokinase in Freiheit, die nun ihrerseits 


' Erg. d. Physiol., biol. Chem. u. exper. Path, 48, 174, 1940. * Mora- 
witz, ebenda 4, 307, 1905. 
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das Prothrombin LI in aktives Thrombin verwandelt, wozu wiederun 
die Anwesenheit von Calcium notwendig ist. 

Diese Arbeitshypothese von EH. Wéhlisch macht unserer Ansicht 
nach auch keine Aussage dariiber, wie man sich die Entstehung des 
aktiven Thrombins aus Prothrombin (also aus Wéhlischs Prothrombin 1) 
zu erklaren hat. Eagle und Harris! haben gefunden, da kristallisiertes 
Trypsin auch in Abwesenheit von Calcium Prothrombin zu aktivieren 
vermag, ein Befund, der von Ferguson und Erichson2 und auch von uns 
bestatigt werden konnte. Aus diesem Ergebnis schlieBen die amerikani- 
schen Forscher nicht nur, daB Prothrombin proteolytisch in Thrombin 
umgewandelt werden kann, sondern auch, daB das Svstem Thrombo- 
kinase —Calcium als proteolytisches Enzym mit spezifischer Wirkung 
auf Prothrombin anzusehen ist. Einen analytischen Beleg fiir den 
Proteasengehalt der Thrombokinase geben die Autoren nicht. 

Wir miissen vorlaufig noch den exakten Beweis schuldig bleiben 
das Thrombokinase ein auf Prothrombin spezifisches proteolytisches 
Ferment nicht enthalt. Trotzdem halten wir seine Existenz aus zwei 
Griinden fiir sehr unwahrscheinlich: 

1. Wir finden trotz der von uns angewandten sehr empfindlichen 
Methodik keinerlei Hydrolyse von Casein durch Thrombokinase. Das 
hypothetische Ferment miiBte von einer hohen Spezifitat sein, was bei 
seinem Vorkommen in fast allen Zellen nicht wahrscheinlich ist. Der 
starken prothrombinaktivierenden Kraft der Thrombokinase miibte 
eine sehr geringe proteolytische Aktivitét entsprechen. 

2. Auch gekochte rohe Lungenextrakte geben starke Thrombo- 
kinasewirkung. Das Ferment miiBte also in véllig unreinem Zustand 
kochbestaindig sein, was selbst bei dem in reinem Zustand fiir kurze 
Zeit hitzebestindigen Trypsin nicht der Fall ist. 

3. Es ist seit langem bekannt, daB auch Substanzen, die in Lipoid- 
lésungsmitteln léslich und hitzebestandig sind, Thrombokinasewirkung 
besitzen. Es ist sehr unwahrscheinlich, daB diese Substanzen proteo- 
lytische Aktivitat besitzen. 

Wir hielten es trotzdem fiir notwendig, unsere oft ausgesprochene 
Ansicht3, daB die Thrombinaktivierung dadurch zustande kommt, dai 
dem in der Blutbahn fertig gebildeten Thrombin durch Thrombokinase- 
Calcium Hemmungsk6rper entzogen werden und dab die Thrombokinase 
auf diesem weniger spezifischen Wege das Thrombin nicht eigentlich 
aktiviert, sondern enthemmt, im Hinblick auf die Hagleschen Befunde 
einer Nachpriifung zu unterziehen. 


1 Eagle u. Harris, J. gen. Physiol. 20, 545, 1937. 2 Amer. J. Physiol 
126, 661, 1939; Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 40, 625, 1939. — * Dycker- 
hoff u. Kiirten, diese Zeitschr. 284, III, 1936. 
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Uber die Entstehung des aktiven Thrombins. Log 


Die systematische Wiederholung der wichtigsten auf dem Gebiete 
der Prothrombinaktivierung erzielten Ergebnisse schien uns am ehesten 
Klarheit zu schaffen. 

Wir fanden, daB das Prothrombin sich langsam selbst aktiviert !. 
Die Aktivierung schreitet so langsam fort, daB man sie schwer als 
Aktivierung durch das gebildete Thrombin ansehen kann. Eher kénnte 
man an die Wirksamkeit vorhandener kleiner Calciummengen oder 
aber auch an die aktivierende Wirkung beigemengter Fibrinolase? 
denken, da die Spontanwirkung ja sehr gering ist. 

Wahrend sich die Spontanaktivierung des Prothrombins iiber 
Wochen hinzieht und wegen der Unbestandigkeit des Prothrombins bis 
zur totalen Aktivierung gar nicht verfolgt werden kann, geht die Akti- 
vierung des Prothrombins durch Calciumionen bedeutend schneller. 
Wir haben aber nie gesehen, da durch Calcium allein eine Aktivierung 
zustande kam, die nur annaihernd den der vorhandenen Prothrombin- 
menge entsprechenden Thrombingehalt zur Wirkung brachte. 

Thrombokinase allein ist dagegen nicht befahigt, Prothrombin zu 
aktivieren. Alle gegenteiligen Befunde der Literatur scheinen durch 
den hohen Kalkgehalt der meist verwendeten Organextrakte vorgetauscht 
zu sein. Griindliche Dialyse geniigt schon, um den Aktivierungseffekt 
stark herabzusetzen. Griindliche Oxalierung der Aktivatorlésungen 
nimmt ihnen aber jede Einwirkungsméglichkeit auf Thrombin. Es ist 
selbstverstandlich, daB wir die entkalkten Thrombokinaselésungen auf 
ihren Aktivatorgehalt priiften, der durch die Behandlung nur wenig 
gelitten hatte. 

Geniigende Mengen Calcium und Thrombokinase aktivieren das 
Prothrombin leicht und vollstandig. Wenn aber Eagle (|. c¢.) die Akti- 
vierung nach 1 Stunde schon fiir beendet halt, so trifft das nur bei 
groBem Thrombokinaseiiberschu8 zu. Nach 4 Stunden ist die Akti- 
vierung gewohnlich beendet, dauert aber bei Anwendung sehr kleiner 
Thrombokinasemengen noch langer. Die von Eagle untersuchten ersten 
Aktivierungsminuten haben wir nicht untersucht, sind aber dabei, das 
nachzuholen. 

Wir haben nun die fiir die enzymatische Auffassung der Pro- 
thrombinaktivierung wichtige Frage gepriift, ob unterschiissige Throm- 
bokinasemengen in langen Versuchszeiten auch die Totalaktivierung 
des vorhandenen Prothrombins bewirken kénnen. 

Wir fanden tatsachlich, daB kleine Thrombokinasemengen in sehr 
langen Versuchszeiten bedeutende Aktivierungseffekte hervorrufen. 

Eine mengenmaifige Beziehung zwischen gebildeter Thrombin- 
menge und angewandter Thrombokinasemenge wie sie zwischen 


1 Cekada, Amer. J. Physiol. 78, 512, 1926. 2 Das Problem der Pro- 
thrombinaktivierung durch Fibrinolase ist in Bearbeitung. 
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Thrombokinasegehalt und proteolytische Wirkung. 





; Thrombokinase- — Prothrombin- Proteolytisch 
Substanz wirkung aktivierung Wirkung 
PE isc bas sch nic oth ao Ve - {. 
a i, Se ee ae eee 
EMR: Foie oi il esiia esse ee 0 - 
EAMORERETORS ois 655 os 6 cseeae + 
‘a gekoont § ....5.%- os 
9» geroimigt ......«.. : + 
Mirnextrakt 5.000 +00. as + 
ee nach Quick ....... + 
Thrombin Standard ........... 0 - 
as nach Seegers........ 0 + _— 
PROUT ORR IIIT ox 68 66s 4S RR (—) 0 
ro ae eee ae ree reer — -+- 
Gift der Vipera ammodytes ... - a ae 
oe a roe! o a 
PAA MRR esis hinge ob aie Gree ae (--) -}- (—) 
ibis GADOWUA 5 o66 oe ea ss 0 
Sistrurus catenatus ........... - . a 
a , gekocht ... 
NEE erg Catena ea palma foes + a +. 
ES RE eae eae -- 
UNMIS os ee aici doses sys + 
CMAOIOIE 53a as on eae: + (—) 
+ wirksam. — unwirksam. 0 Versuch nicht gemacht. 
in Gegenwart von Calcium. 
Prothrombin und Thrombin! beobachtet wurde — besteht zweifellos 
nicht. 
Uber die Organextrakte hinaus haben wir eine Reihe von tierischen 
Giften gefunden, die proteolytisch — unter proteolytisch verstehen wir 
in dieser Arbeit stets ,,gegen Casein und Gelatine als Substrat** — und 


thrombisch vollkommen oder nahezu voilkommen wirkungslos sind 
aber sehr wohl Prothrombin in Thrombin auch ohne Calcium umzu- 
wandeln vermégen. Es sind dies Bienengift und die Gifte folgender 
Schlangen: Naia naia und Daboia russelii (Hamostypt). Thrombin, 
ebenso wie das Gift der Sistrurus catenatus, welches als einziges der 
von uns untersuchten Schlangengifte Fibrinogen in Fibrin umwande!n 
konnte, aktiviert ebenfalls Prothrombin. Erstaunlich war der Befund 
da®B bei einminiitigem Erhitzen auf 106° im Gift der Sistrurus catenatus 
die thrombische und die thrombokinatische Wirkung ganz und die pro- 
teolytische Wirkung zum Teil erhalten blieb. 

Den aktivierenden Effekt des Thrombins muB man unserer Ansicht 
nach als durch eine beigemengte Protease (vielleicht Fibrinolase) hervor- 
gerufen betrachten, und zwar weil die Aktivierung nie vollsténdig ist 


1 Kagle, J. gen. physiol. 18, 531, 1935. 
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und auch nicht mit zunehmender Reaktionsgeschwindigkeit erfolgt. 
Die gleichen Uberlegungen gelten auch sinngema® fiir die frither be- 
sprochene Spontanaktivierung des Prothrombins. Es kann sich hier, 
wie schon gesagt, um sehr kleine Proteasemengen handeln, weil die 
Aktivierung langsam und unvollstandig ist. 

Die Untersuchung der proteolyvtischen Fermente auf ihre prothrom- 
binumwandelnden Eigenschaften erbrachte die Bestatigung des EKagle- 
schen Befundes, da amorphes und kristallisiertes Trypsin die Fahigkeit 
besitzen, Thrombin zu bilden, wahrend entkalktes Papain ebenso wie 
Phytothrombin! wirkungslos sind. Pepsin konnte nicht untersucht 
werden, da Prothrombin bei py 2 nicht bestandig ist. Die Vernichtung 
der tryptischenAktivitat durch Aufkochen zerstérte auch vollkommen 
die prothrombinumwande!nde Wirkung des Ferments. 

Es lieB sich leider nicht nachweisen, ob kleine Trypsinmengen 
in langen Zeiten groBbe Prothrombinmengen aktivieren kénnen, da 
Trypsin stets nur einen Bruchteil des vorhandenen Prothrombins zu 
aktivieren vermag. Vielleicht liegt das daran, daB neben der prothrom- 
binaktivierenden eine prothrombinzerst6rende Wirkung einherlauft. 

Wir kommen nun zur Besprechung einer Reihe von Schlangen- 
giften, die bei hoher proteolytischer Aktivitat auch tiber hohe prothrom- 
binaktivierende Wirkung verfiigen. Thrombische Aktivitaét enthalten 
diese Gifte nicht. Es sind die Gifte der Vipera ammodytes (auch Viprasid) 
und der Vipera berus. Das Gift der Bitis gabonica ist bei hoher pro- 
teolytischer Aktivitat thrombokinatisch v6llig, Capillodens bei hoher 
proteolytischer Kraft fast wirkungslos. Alle diese Gifte aktivieren, 
soweit sie tiberhaupt wirken, das Prothrombin vollstandig. Das Gift 
der Crotalus cinereus (Epileptasid) ist thrombisch, thrombokinatisch 
und proteolytisch gleicherweise unwirksam. 

Das Gift der Sistrurus catenatus ist thrombokinatisch, proteo- 
lytisch und thrombisch hochwirksam und vertragt sogar kurzes Er- 
hitzen auf 100°. Mit der naheren Erforschung dieses Giftes sind wir 
beschaftigt. Alle Prothrombinaktivierungen durch Schlangengifte gehen 
auch in Abwesenheit von Calcium vor sich, obwohl Ca-Zugabe die 
Aktivierungsgeschwindigkeit steigert. Diese Behauptung ist zu vertreten, 


auch ohne Entkalkung der Gifte — dies ist wegen der geringen 
Menge, die uns zur Verfiigung steht, bisher noch nicht durchfiihrbar 
gewesen —, weil die zur Vollaktivierung des Prothrombins nétigen Gift - 


mengen so klein sind, da®B ihr geringer Calciumgehalt diese starken 
Effekte nicht hervorrufen kann. 

Wir sehen also, daf die Schlangengifte alle nur denkbaren Kom- 
binationen von thrombokinatischer und prothrombinumwande’nder 
Wirkung zeigen. Beide Wirkungen stark im Viprasid, beide nicht vor- 


1 Dyckerhoff a. Gigante, diese Zeitschr. 804, 334, 1940. 




















112 H. Dyckerhoff u. R. Marx: 

handen im Epileptasid. Keine thrombokinatische Wirkung bei starke: 
Proteolyse im Gift der Bitis gabonica und Prothrombinumwandluny 
bei proteolytischer Wirkungslosigkeit bei Hamostypt. Es kann also 
auch hier von Parallelitat keine Rede sein. Wir haben nun mit Viprasid 
denselben Versuch unternommen, den wir mit Thrombokinase-Calcium 
durchgefiihrt haben. Wir wollten feststellen, ob kleine Giftmengen in 
langen Versuchszeiten eine volle Aktivierung hervorrufen. Wir haben 
gefunden, da dies weitgehend der Fall ist, daB man also die Prothrom. 
binaktivierung durch proteolytisch wirksame Schlangengifte als Ferment 
vorgang, wahrscheinlich als Proteolyse aufzufassen hat. 

Fassen wir nun das Ergebnis unserer Untersuchungen zusammen 
so ergibt sich: 

Calcium ist auch in der ersten Phase der Blutgerinnung nicht 
erforderlich, wenn die Aktivierung durch Proteasen erfolgt, und man die 
geringen Spuren Ca, die die tierischen Gifte enthalten, als uner- 
heblich ansieht. Wie auch £. Wéhlisch (|. c¢.) ausdriickt, scheint der 
Calciumbedarf eines Gerinnungssystems von dessen Reinheitsgrad ab- 
zuhangen. Dariiber hinaus scheint uns aber Calcium bei der ,,Throm. 
bokinaseaktivierung’* des Prothrombins unentbehrlich. 

Wenn man die Thrombokinaseaktivierung des Prothrombins als 
Fermentvorgang auffassen kénnte, so ware die Rolle des Caleiums ,,als 
Aktivator des Ferments Thrombokinase*‘ leicht zu verstehen. Fs 
spricht aber vieles gegen die ausschlieBliche Fermentnatur dieser 
Thrombinaktivierung. Und gerade da, wo eine echte Fermentakti- 
vierung des Prothrombins beobachtet wird (Trypsin, Schlangengifte), 
ist Caleium wahrscheinlich entbehrlich. 

Wir erklaren uns die Aktivierung des Prothrombins so, da die 
Thrombokinase thrombinhemmende Substanzen adsorbiert, daf diese 
Adsorption aber nur von einer Calciumverbindung des Lipoid-EiweiS- 
symplexes ,, Thrombokinase“ geleistet werden kann. Diese hemmenden 
Substanzen scheinen Proteine zu sein, die sehr fest mit dem Thrombin 
zusammenhangen. Wir fassen also nach wie vor! das Prothrombin als 
,.gehemmtes Thrombin“, als ziemlich bestaéndige Verbindung zwischen 
Thrombin und einem Hemmungskérper, wahrscheinlich einem oder 
mehreren Proteinen, auf. 

Lassen sich nun mit dieser Auffassung auch die Aktivierungs- 
effekte durch Trypsin und Schlangengifte erklaren ? 

Es ist leicht méglich, daB Trypsin in der Thrombin-Eiweif-Ver- 
bindung Prothrombin, das Thrombin und das hemmende Protein gleicher- 
weise angreift wegen seiner geringen Spezifitat. Damit laBt sich vor 
allem der stets beobachtete Effekt erkliren, daB Trypsin nie zur End. 
aktivierung des Prothrombins fiihren kann, weil ja neben der ,,Ent- 
hemmung* eine Fermentzerst6rung herlauft. 


1 H. Dyckerhoff u. H. F. Kiirten, diese Zeitschr. 284, 111, 1936. 





di 
di 


wi 
Be 
dic 


wi 
an 








irker 
lung 


a lso 


rasid 
cium 
Pn in 
aben 
rom- 
nent 


men 


nicht 
mn lie 
uner- 
t der 
d ab- 
1rom.- 


Is als 
3 als 

Es 
dieser 
takti- 
rifte ), 


2B die 
diese 
iweil}- 
enden 
ymbin 
yin als 
ischen 
oder 


rungs- 


3-Ver- 
icher- 
sh vor 
| End. 
,.Ent- 
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Die Proteasen der Schlangengifte scheinen das Hemmungsprotein 
mit weit gréBerer Geschwindigkeit zu verdauen als das Ferment- 
protein und sind so imstande, fast alles Prothrombin in aktives Thrombin 
zu iiberfiihren. 

Man kénnte auch an Verhaltnisse denken, wie sie beim Trypsinogen 
vorliegen, welches ja durch proteolytische Abspaltung eines Polypeptids 
in Trypsin tiberfiihrt wird. Diese Annahme verlangt aber die Zuer- 
kennung proteolytischer Eigenschaften an das System Thrombokinase, 
Calcium — Bienengift und an die proteolytisch unwirksamen Schlangen- 
gifte. 

Wir sind uns dariiber im klaren, da’ auch unsere Gerinnungs- 
theorie nicht die endgiiltige Lésung des ,,Blutgerinnungsratsels**! 
bedeutet. Wir glauben aber, daf unsere seit nun bald 6 Jahren ver- 
tretene Gerinnungstheorie 


1rom bin- : Thrombokinase- 

TI T hrombokinase- 2 : i . 

Hemmungs-| + fe = Thrombin + | Calcium-Hemmungs- |, 
kérper kérper 


die sich durch obiges Schema darstellen laBt, fiir die Aktivierungseffekte 
durch Proteasen in folgender Form giiltig ist: 


Thrombin- 
Hemmungskorper 


abgebauter 


Protease -» Thrombin i 
| + i + Hemm ungskorper. 


[ ] bedeutet Adsorptionsverbindung. = bedeutet Adsorption. 
- bedeutet Proteolyse. 


Experimenteller Teil. 
A. Verwendete Lésungen. 
I. Auf thrombokinatische Wirksamkeit untersuchte Substanzen. 
1. Lungenextrakt. 

Frische Rinderlunge wird mit Wasser gewaschen und durch den Fleiseh- 
wolf getrieben. 

a) Lungenextrakt, roh. Der Lungenbrei wird mit dem zehnfachen 
Volumen destillierten Wassers tibergossen und 1 bis 3 Stunden bei einer 
Temperatur von etwa 20° stehengelassen. Dann wird von den Organresten 
abfiltriert. Der Extrakt ist im Eisschrank etwa | Tag haltbar. 

b) Lungenextrakt, gekocht. Der Lungenbrei wird in das zehnfache 
Volumen kochenden destillierten Wassers gegeben. Dann kocht man kurz 
auf, filtriert ab und kiihlt das Filtrat schnell im Eis. Auch dieser Extrakt 
ist bei kiihler Aufbewahrung etwa | Tag haltbar. 

c) Gereinigter Lungenextrakt. Zu 30 cem eines Lungenextraktes, der 
wie oben beschrieben hergestellt wurde (A. 1. 1b), gibt man 1 cem 10° ige 
Bariumchloridlésung und anschlieBend 1 cem Natriumsulfatlésung, welche 
die dem Barium aquivalente Menge Sulfation enthalt. Man schiittelt 1 bis 
2 Minuten und zentrifugiert das Bariumsulfat ab. Die gleiche Adsorption 
wird zwei- bis dreimal wiederholt, je nachdem wie weit die Kléirung des 
anfangs triiben Extrakts fortgeschritten ist. 


' Lenggenhager, Mitt. a. d. Grenzgeb. d. Med. u. Chir. 44, 425, 1936. 
Biochemische Zeitschrift Band 313. 8 
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2. Hirnextrakt. 


a) Hirnextrakt, roh. Kaninchen-, Rinder-, Schweine- oder Menschen. 
hirn wird von der Hirnhaut und von den Blutfasern befreit. Der Hirnbrej 
wird mit dem zehnfachen Volumen destillierten Wassers 2 bis 3 Stunden 
ausgezogen und filtriert. Der rohe Hirnextrakt ist etwa 1 Tag im Eis haltba: 

b) Hirnextrakt nach Quwick'. Kaninchenhirn wird nach Entfernung 
der Hirnhaut mit Aceton verrieben. Das Aceton wird mehrmals erneuert 
Dann wird abgenutscht. Im Vakuum wird das Aceton entfernt. Je 0,3 g 
Trockensubstanz werden in eine 5cem-Ampulle gebracht und eingeschmolzen. 
Zum Gebrauch wird der Inhalt mit 5cem physiologischer Kochsalzlésung 
versetzt und 15 Minuten bei 50° extrahiert. Die milchige Lésung wird von 
den festen Bestandteilen abgegossen. Kiihl aufbewahrt sind die ein- 
geschmolzenen Praparate mehrere Monate haltbar. 


3. Schlangengifte. 


Die Firma Asid Serum Institut? in Berlin stellte uns Schlangengifte 
in geléster und in trockener Form zur Verfiigung. Die.unter dem Namen 
Hamostypt (daboia russelii), Epileptasid (crotalus cinereus), Viperasid 
(Vipera ammodytes), Capillodens (Agykistrodon piscivorus) im Handel 
befindlichen Schlangengiftpraparate stellte uns ebenfalls die obengenannte 
Firma zur Verfiigung. 


4. Bienengift. 
Die Firma Mack? in Ulm stellte uns das Bienengift in trockener Form 
zur Verfiigung. 
II. Verwendete Fermentlésungen. 
1. Thrombin a, Standard-Thrombin. 


50 g mit Aceton-Ather getrocknetes Schweinefibrin werden mit 250 ccm 
10% iger Kochsalzlésung bei Zimmertemperatur solange extrahiert, bis der 
Thrombingehalt nicht weiter ansteigt. Die Extraktion ist meist nach 
7 Tagen beendet. Dann zentrifugiert man und fallt die klare Fliissigkeit 
mit dem gleichen Volumen Aceton. Der entstehende Niederschlag wird 
abzentrifugiert und feucht in etwa 250 cem n/100 Natronlauge aufgenommen. 
Das py muB zwischen 6,5 und 7,5 liegen. Nach 4 Stunden Extraktion bei 
Zimmertemperatur wird vom Ungelésten abzentrifugiert, mit dem gleichen 
Volumen Aceton gefallt und in der Zentrifuge mit Aceton-Ather gewaschen. 
Dann wird an der Luft getrocknet. 


2. Prothrombin 3, 


1,5 Liter Oxalatplasma werden auf 15 Liter mit destilliertem Wasser 
aufgefiillt. Dann stellt man mit 1%iger Essigséure py 5,3 ein. Den ge- 


bildeten Niederschlag 148t man absitzen, gieBt die Hauptfliissigkeitsmenge 


ab und zentrifugiert den Rest. Der Niederschlag wird in 450 cem einer 


0,075% igen Kaliumoxalatlésung aufgenommen, die 0,86% Kochsalz enthiilt. 


Der Niederschlag lést sich schlecht, das Ungeléste wird abzentrifugiert 


Die Lésung wird mit 100 cem einer Mg(OH),-Suspension, hergestellt durcl 


' A. I. Quick, J. of biol. Chem. 109, 73, 1935; J. of Physiol. 114, 2s2. 
1936. — * Wir danken den genannten Firmen fiir die groBziigige Uber- 


lassung der Gifte. — * Nach Seegers, Smith u. Brinkhous, J. of biol. Chem 
123, 751, 1938. 








ell 
ud 
na 


au 


Pl 
en 
St 
die 


ety 
fol 


mil 
pre 





schen- 
rnbi e] 
unden 
thar 
rnung 
euert 
» 0.3 
iolzen. 


o 


JOsung 
‘d von 
eln- 


ngitte 
% 

yamen 
erasid 
fande| 


lannte 


' Form 


50 com 
bis der 

nach 
sigkeit 
gy wird 
mmen, 
ion bei 
leichen 
aschen. 


Wasser 


Yen ge- 
smenge 


1 ener 


mthalt. 


Fugiert 


t durch 


4, 282, 


. Uber- 


Chem 





Uber die Entstehung des aktiven Thrombins. 115 


Fallung von 20° iger MgCl,-Lésung mit Ammoniak, Auswaschen des 
Ammonchlorids und Aufnehmen in 30 cem H,O, versetzt. Man schiittelt 
10 Minuten und zentrifugiert die Magnesiumhydroxydsuspension ab, 
an welche das Prothrombin adsorbiert ist. Man suspendiert dann den 
Niedersehlag in 750 ecm Wasser, leitet bis zum Klarwerden unter Schiitteln 
Kohlensaéure ein, zentrifugiert von nicht gelésten Teilen ab und dialysiert 
24 bis 48 Stunden zur Entfernung des Magnesiumbicarbonats gegen destil- 
liertes Wasser im Eisschrank. In allen unseren Versuchen wurde eine so 
hergestellte Lésung als Prothrombin verwendet. Alle Lésungen enthielten 
0,18 bis 0,21 mg Protein-N/eem. Zur Herstellung von Thrombin, welches 
wir als Thrombin Seegers bezeichnet haben, wird mit 1°iger Essigsaéure 
pu 5,3 eingestellt. Der entstandene Niederschlag wird in 30 bis 40 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung, welche 0,15% Calciumnitrat enthalt, 
gelést. Mit n/10 Natronlauge und Phenylrot als Indikator bringt man die 
Lésung auf py 7. Zu dieser Lésung wird soviel Thrombokinase gegeben, 
wie man aus 10 g frischer Rinderlunge erhalt. Das Ganze laiBt man 3 bis 
4 Stunden stehen. Die so erhaltene Thrombinlésung wird zentrifugiert und 
mit 3 Volumen Aceton versetzt. Der entstandene Niederschlag wird nach 
dem Abzentrifugieren mit Aceton und Ather getrocknet. Nach dem Zer- 
reiben wird das Pulver mit 240 ccm destilliertem Wasser extrahiert. Der 
Extrakt wird dann mit Essigsiure auf py 5 bis 5,5 gebracht. Man gibt am 
besten die Essigséure in drei Fraktionen zu und zentrifugiert danach jedes- 
mal, Die Lésung wird mit dem dreifachen Volumen Aceton gefallt und mit 
Aceton getrocknet. Man erhalt 6 bis 20 mg Trockenpraparat aus 1,5 Liter 
Oxalatplasma., 
3. Trypsin. 

Das von uns verwandte amorphe Trypsin wurde wie folgt bereitet: 
1g Trockenpankreas wird mit destilliertem Wasser bei Zimmertemperatur 
eine halbe Stunde extrahiert. Nach dem Filtrieren wird mit Aceton gefallt 
und mit Aceton und Ather getrocknet. Das kristallisierte Trypsin wurde 
nach Northrop und Kunitz! hergestellt. 


4. Papain. 


Als Papain verwendeten wir verschiedene Praparate der Firma Merck 
aus Darmstadt. 


III. Verwendete Gerinnungssubstrate. 
1. Plasmen. 


a) Herstellung des MgSO,-Plasmas. Das von uns verwandte MgSO,- 
Plasma wurde wie folgt hergestellt : 250 cem einer 28°, igen MgS O,-Lésung, 
enthaltend 560g MgSO,-7H,O im Liter, werden mit Rinderblut vom 
Stich auf 1 Liter aufgefiillt. Dann werden bei 3000 Touren in der Minute 
die Blutzellen abzentrifugiert und das so gewonnene Plasma zum Gebrauch 
1: 10 mit destilliertem Wasser verdiinnt. Das MgSO,-Plasma ist im Eis 
etwa 2 bis 3 Wochen haltbar. 


b) Oxalatplasma. Das von uns verwandte Oxalatplasma wurde wie 
folgt hergestellt: 100 cem einer 2° igen Ammoniumoxalatlésung werden 
mit Rinderblut vom Stich auf 1 Liter aufgefiillt. Dann wird bei 3000 Touren 
pro Minute abzentrifugiert. Zum Gebrauch wird das so erhaltene Oxalat- 


1 Northrop u. Kunitz, J. of gen. Physiol. 16, 267, 1932/33. 
g* 
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plasma 1:5 (1 + 4) verdiinnt, Das Oxalatplasma ist im Eis 2 bis 3 Wochen 
haltbar. 

Z c) Adsorption der Plasmen. Zur Entfernung des ‘Prothrombins wurde: 
je 100 cem der wie oben beschrieben verdiinnten Plasmen mit je 1 g Calcium 
phosphat dreimal adsorbiert. 


2. Fibrinogen nach Bordet}. 


a) Das nach Bordet hergestellte, von uns verwandte Fibrinogen wurde 
wie folgt bereitet: 300 cem Rinderoxalatplasma weiden dreimal mit ji 
10 g tertiarem Calciumphosphat 10 bis 15 Minuten durchgeschiittelt. Nach 
jedem Schiitteln wird abzentrifugiert. Je 100 cem der Lésung werden mit 
18 ¢ Kochsalz ausgefallt. Diese Fallung wird dann | bis 2 Stunden bei 5° ( 
stehengelassen. Der Niederschlag wird abzentrifugiert und bei 37°C im 
Thermostaten in 100 cem 0,3°%iger Kochsalzlésung gelést. Dann = wird 
nochmals ebenso gefallt. Nach 1 Stunde Stehen bei 5° C wird abermals 
abzentrifugiert und wieder in 50 ccm 0,3°,iger Kochsalzlésung gelést. Di 
Fibrinogenlésungen enthielten 0,9 bis 1,2 mg Protein-N im cem. 

b) Fibrinogen nach Hudemann?. 300 cem Oxalatplasma werden mit 
60 cem gesattigter Ammonsulfatlésung versetzt. Das ausgeflockte Fibrinogen 
wird abzentrifugiert und in 300 cem physiologischer Kochsalzlésung gelést, 
wieder gefaillt und der abzentrifugierte Niederschlag in 100 eem physiolog: 
scher Kochsalzlésung aufgenommen, Dann wird neutralisiert. 


B. Angewandte Methodik. 


Alle Untersuchungen werden im Wasserthermostaten bei 37°C dureh- 
gefiihrt. 





I. Feststellung der proteolytischen Wirksamkeit nach Willstatter und 
Mitarbeitern®. 


a) Die Feststellung der proteolytischen Wirksamkeit geschah nach 
Willstatter und Mitarbeitern mit Casein und Gelatine als Substrat. 

b) Nach Ansom und Mirsky (|. ec.) und nach Gaus*. Es werden 50 Teile 
einer 6° igen Casein-(Hammarsten)Lésung in 0,06n Ammoniak mit 80 Teilen 
destilliertem Wasser und 20 Teilen Puffer (n Ammoniak, n Ammonchlorid 
1:1) gemischt. Zu 5ecem dieses Gemisches gibt man die auf ihren Trypsin- 
gehalt zu untersuchende Lésung. Substrat und Ferment werden aut 37° ( 
gebracht und 5 Minuten verdauen gelassen. Dann wird die Verdauung mit 
10cem Trichloressigsiure abgestoppt. Der Eiweifniederschlag wird ab 
filtriert. Zu 5eem des Filtrats werden 10 cem n/2 Natronlauge und dann 
3ccm Phenolreagens tropfenweise unter Umschiitteln zugegeben. Nach 
10 Minuten wird die Farbintensitat der Blaufarbung im elektrischen Kolor: 
meter nach Lange gemessen. 

c) Darstellung des Phenolreagens. Eine Mischung von 100 g Na,W0O, 
-2H,O mit 25g Na,MoO,-2H,O wird mit 700cem H,O und einer 
Mischung von 50 cem 85° iger H,PO, und 100 cem konz. HCl 1 Stunde 
am RiickfluBkiihler gekocht. Dann gibt man 150g Li,SO,, in 50 cem H,0O 


' Bordet, C. r. Soe. Biol. 88, 576, 1920. — 2? Kolloidzeitschr. 92, 2. 
1940, —- § Wallstdtter u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. physiol. Chem, 161, 191. 
1926. 1 W. Gaus, Dissertation, Miinchen 1937. 
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gelést, und emige Tropfen Br, zu und kocht zur Entfernung des iiber- 
schiissigen Br,. Nach dem Abkiihlen wird auf | Liter aufgefiillt und der 
entstandene Niederschlag abfiltriert. Zur Messung wird das Reagens 
1:3 verdiinnt, 


Il. Direkte Feststellung des Thrombokinasege halts. 


Die direkte Feststellung der auf thren Thrombokinasegehalt unter- 
suchten Lésungen geschah in der von Dyckerhoff und Goosens angegebenen 
Art und Weise !. 


IIT. Feststellung des Thrombingehalts. 
(2. Phase der Blutgerinnung.) 


Wir ermittelten stets die Zeit, die von der Zugabe des Ferments zum 
Substrat bis zum ersten Sichtbarwerden von Fibrinfaden vergangen war. 
Als charakteristisch fiir die Fibrinbildung betrachteten wir die Méglichkeit, 
dureh SchiittelIn im verdiinnten System die gebildeten Fibrinfaden zu einem 
kleinen Koagulum zusammenzuballen. Unter Flockung verstehen wir die 
Bildung eines Eiwei®niederschlags, der sich dureh Schiitteln nicht zu- 
sammenballen laBt. 

Im Versuchsansatz verwendeten wir stets 2 cem des verdiinnten Mg SO,- 
Plasmas bzw. Oxalatplasmas oder der Fibrinogenlésung. Nach Zugabe der 
betreffenden Substanz wird auf das Gesamtvolumen von 4 cem aufgefiillt. 


IV. Feststellung der Prothrombinaktivierung. 
(1. Phase der Blutgerinnung.) 


Zur Verfolgung der Umwandlung von Prothrombin in Thrombin wurde 
stets die auf 37°C vorgewirmte Prothrombinlésung mit der ebenso vor- 
gewarmten, auf Aktivatoren zu untersuchenden Loésung zusammengegeben, 
Nach Verstreichen der Aktivierungszeit wurde die Mischung mit der vor- 
gewarmten Substratmischung vereinigt und wie unter B. II]. angegeben 
weiterverfahren. 

(. Versuchsergebnisse. 


Die Bestimmung der tryptischen Aktivitit der spater aut ihre thrombin- 
bildende Wirkung untersuchten Losungen geschah nach Ansom und Mirsky?; 
als Substrat verwendeten wir Casein Hammarsten. Daher anderten wir das 
von den amerikanischen Autoren angegebene Verfahren in der Weise ab, 
wie es W. Gaus* beschrieben hat. Der einzige Unterschied unserer Trypsin- 
bestimmungsmethode gegeniiber der von W. Gaus beschriebenen bestand 
darin, daB wir bei py 7 arbeiteten. 

Das von uns verwandte kristallisierte Trypsin enthilt 102 Trypsin- 
einheiten pro mg Protein-N [Ansom und Mirsky (l.¢.)]. Die amorphen 
Trypsinpraparate enthielten nur den dritten Teil dieser Fermentaktivitat. 

Wir haben es vorgezogen, den Trypsingehalt der untersuchten Lésungen 
nicht in Trypsineinheiten anzugeben, da wir, um auch kleinere proteolytische 
Wirksamkeiten zu erfassen, langere Versuchszeiten als die amerikanischen 
Autoren wahlen muBten. Wir geben daher in der Tabelle I die mit dem 


! Dyckerhoff u. Goosens, diese Zeitschr. 299, 437, 1938. * J. of gen. 
Physiol. 17, 151, 1933. 3 Dissertation Miinchen 1937. 
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lichtelektrischen Kolorimeter nach Lange gemessenen Farbtiefen nac!| 
verschiedenen Spaltungszeiten an. 


Der Zusatz von je 10 mg neutralem Natriumcitrat beeinfluBt die 


Proteolyse in keiner Weise. 

Tabelle I zeigt, daB Lungen- und Hirnextrakt, ebenso wie Thrombin 
und Prothrombin, praktisch frei von tryptischer Wirkung sind. Das 
bedeutet bei Prothrombin und Thrombin wegen der starken Substrat- 
spezifitat des Ferments natiirlich keine Freiheit von Fibrinolase. Auch 
Bienengift ist praktisch frei von tryptischer Wirkung, wahrend Schlangen. 


Tabelle I. Feststellung des Trypsingehalts nach Ansom und 
Mirsky. 





Spaltung in % Adsorption 
Substanz San GERRRSEEE 
10’ 
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SPO POM whe = 
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Angewandt wurden: 0,15 mg Trypsin, Lungenextrakt 1] ecm; gereinigte! 

Lungenextrakt 3 cem; Standard-Thrombin 1 mg; Thrombin Seegers 0,5 mg 

Prothrombin | eem einer Lésung enthaltend 0,21 mg N,. 3 mg Bienengitt 

und von allen Schlangengiften stets 0,25 mg. Die Methode gestattet eine 

MeBgenauigkeit von 3 Teilstrichen, so daB die kleinen Zahlen als Nullwerte 
anzusehen sind. 
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gifte, worauf schon Eagle! hinweist, teils recht starke und teils gar keine 
proteolytische Wirksamkeit zeigen. 

Die Untersuchungen aller in Tabelle [ genannten Lésungen nach 
Willstdétter und Mitarbeitern? ergaben keine verwertbaren Resultate, 
sowohl mit Casein als auch mit Gelatine als Substrat. Hierbei ist zu 
bedenken, da die amerikanische Bestimmungsmethode erheblich 
genauer arbeitet als die von Willstdtter und Mitarbeitern (l.c.) angegebene. 
Dazu kommt, da8 wir infolge der Seltenheit der meisten untersuchten 
Praparate gréBere Mengen nicht anwenden konnten. 

Es sei an dieser 
Stelle ausdriicklich da- 
rauf hingewiesen, dab 


. Tabelle Il. Ermittlung des Thrombo- 
kinasegehalts. 
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1 Eagle, J. of exper. Med. 65, 613, 1937. * Willstatter u. Mitarbeiter, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 191, 1926. 
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proteolytische Aktivitat ganz, behalt aber seine thrombokinatische 
Kraft vollkommen bei. 

Die Thrombokinasewirkung des Prothrombins ist auBerst gering. 
worauf bei der Besprechung von Tabelle LLL noch naher hingewiesen wird. 

Die Untersuchung des Thrombingehalts der verwendeten Praparate 
geschah unter Verwendung von adsorbiertem Magnesiumsulfat- und 
Oxalatplasma und von Bordetschem Fibrinogen als Substrat. 1 mg aller 
Substanzen bekannten Trockengewichts, ebenso wie 1 ccm aller Extrakte 
riefen in 6 Stunden keinerlei Gerinnung hervor. 

Das Gift der Sistrurus catenatus dagegen erwies sich als thrombisch 
auBerordentlich wirksam. Schon 0,25 mg dieses Giftes brachten Magne- 
siumsulfatplasma in 20 Sekunden, Fibrinogen Bordet in 50 Sekunden 
und Oxalatplasma in 20 Sekunden zur Gerinnung. Es ist erstaunlich, 
daB diese thrombische Kraft auch nach dem Aufkochen dieses Giftes 
erhalten bleibt. Bei dieser hohen thrombischen Wirkung ist es natiirlich 
nicht zu entscheiden, ob die durch das Gift bewirkte Prothrombin. 
umwandlung seinem thrombischen Gehalt oder aber einem etwaigen 
Thrombokinasegehalt zuzuschreiben ist, da keine der Untersuchungs.- 
methoden gestattet, thrombinhaltige Substanzen auf ihren Thrombo- 
kinasegehalt zu priifen. Die von Kagle! als thrombisch wirksam be- 
schriebenen Bothrops- und Crotalus-Gifte wurden von uns nicht unter- 
sucht. Das Gift der Crotalus cinereus (Epileptasid) und das der Sistrurus 
catenatus wurde von Eagle (l.c.) nicht untersucht. 

Kine geringe Thrombinbildung aus Prothrombin beim Altern der 
Lésungen kann man beobachten. 

Tabelle LI1 zeigt, da das Prothrombin sich auch beim Altern 
bereits langsam in Thrombin umwandelt. Dieser Vorgang steigt mit 


Tabelle IIT. 





Selbstaktivierung des Prothrombins. 








Alter der Gerinnungszeit des Prothrombins 
Prothrombin- nach Altern in Tagen bei 
losung - ee — —— ———— 
in ‘Tagen Qo x. F. 370 Qe Z.T. 37 


Maximale Aktivierbarkeit 











0 g" Gg” 9 x fore) ox 
2 8” 14" i fore “ x 
4 ad $5"' 95 x a 24h 
6 10” Z° oo" x oo 17h 
8 14" 5’ 1’ x 18h 12h 
10 16" 25’ 7 roe 16h 6h 
12 20”’ > 24h 32. co 10h 3h 
14 24” > 24h > 24h _ > 24h 
16 30” 18h _ - 


18 


24 





' Eagle, J. of exper. Med. 65, 613, 1937. 
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steigender Temperatur. In Spalte 2 der Tabelle LLL wurde die Enzym- 
zerstorung verfolgt. Wir lieBen nach entsprechendem Altern Throm- 
bokinase und Calcium optimal auf das Prothrombin einwirken und be- 
stimmten gegen adsorbiertes MgSO,4-Plasma die gebildete Thrombin- 
menge. Auch die Priifung des Thrombingehalts des gealterten Pro- 
thrombins geschah mit adsorbiertem Mg SO,4-Plasma als Substrat. Die 
Langsamkeit der Thrombinbildung macht es unwahrscheinlich, daf 
Thrombin selber fiir die Prothrombinumwandlung verantwortlich sein 
soll. Auch die Zugabe von Calciumion allein zu einer Prothrombin- 
lésung geniigt, um aktives Thrombin, wenn auch langsam, zu bilden. 

Tabelle IV. 


Einwirkung von Caleciumion auf Prothrombin. 





Zugesetate _Gerinnungazeit des adsorbierten MgS O4-Plasmas nach Aktivierung von Std. 
Menge Ca"*| 


0 My 1/> 1 2 1 5 24 48 


1 40’ 13’ 6' 4’ 1h30’ 45’ 45’ 45’ S/ 
0,1 38’ 7 8’ 6! 2h40’' 1h30'. 50’ 45’ c 
0,01 25h 20h 20h 20h 18h 20h 20h ih) 1 


Zu je lecem Prothrombinlésung werden die verschiedenen Ca’ - 
Mengen zugesetzt und die Aktivierung, wie stets, bei 37° durchgefiihrt. 
Als Substrat verwendeten wir adsorbierte MgSO,4-Plasmalésung. Auch 
bei Verwendung von adsorbiertem Oxalatplasma oder Fibrinogen- 
lésung war das Ergebnis ahnlich. 

Tabelle [IV zeigt, daB auch Calciumion allein Prothrombin gut 
zu aktivieren vermag. Die Frage, ob das Prothrombin an sich Thrombo- 
kinase enthalt und diese fiir den beobachteten Effekt verantwortlich 
ist, wurde in Tabelle III gepriift. Es erscheint unwahrscheinlich, dab 
der hier gefundene langsame Gerinnungseffekt, der unserer Ansicht 
nach von einer Selbstaktivierung wahrend des Versuchs herriihrt, fiir 
die Aktivierung des Prothrombins verantwortlich ist. 

Zu je Leem Prothrombinlésung (unsere Prothrombinlésungen ent- 
hielten stets 0,194 bis 0,213 mg N» pro cem) wurden die entsprechenden 


Tabelle V. 


Einwirkung von Thrombokinase auf Prothrombin. 





Gerinnungszeit gegen adsorbiertes Oxalat-Plasma 


Zugesetzte Thrombokinase nach Aktivierungszeit in Std. 
in cem 
0 1 4 24 
1 15’ ibs 10’ 9’ 
; 0,5 8h 4h yh 3/,h 
Rlirnextrakt ............6% | 0.25 18h 10h éh oh 
0.1 iiber 24h 
| i Tig 1h 20’ 1h 05’ 1% 
ey ae ee 0.5 lh 40’ 35’ 33’ 
Lungenextrakt gekocht .... | 095 th sh 3h 3h 
0,1 24h 16h 18h 16h 
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Thrombokinasemengen zugesetzt. Die Bestimmung geschah gegen 
adsorbiertes Oxalatplasma. Gegen MgSQ,-Plasma und Fibrinogen. 
losung erzielten wir ahnliche Ergebnisse. 

LaBt man Thrombokinase auf Prothrombin einwirken, so findet 
man Aktivierungen, die dem Thrombokinasegehalt der verwendeten 
Organextrakte nicht parallel gehen. 


Tabelle Va. Thrombokinasegehalt der Organextrakte. 





Gerinnungszeit bei Zusatz von 


Zugesetzte Menge 
in cem 


Hirnextrakt Lungenextrakt gekocht | 





l fe 2’ 16" 
0,5 2’ 18" 2' 46" ( 
0,25 i ia 5” 30” 
0,1 a 4' 10” 
Die Bestimmungen wurden ausgefiihrt wie unter B. II. naher beschrieben 
wurde. 


Der Kalkgehalt der Thrombokinaselésungen wurde bestimmt und 
ergab fiir den Hirnextrakt 0,05 mg/cem Caleiumion, wahrend der 
Lungenextrakt 0,24 mg Calciumion enthielt. Diese Kalkmengen er- 
klaren die auftretenden Aktivierungseffekte zwanglos. 

Wir haben nun die Lungen- und Hirnextrakte gegen destilliertes 
Wasser 48 Stunden dialysiert. 

Der Kalkgehalt der Lésungen war dadurch unter 0,01 mg/ccm 
gesunken. Die in Tabelle IV angegebenen Mengen Lungenextrakt 
bewirkten tiberhaupt keine Thrombinbildung mehr. Die Hirnextrakte 
zeigten eine wesentliche Abnahme der Aktivierungsfahigkeit. 


Tabelle VI. 


Prothrombinumwandlung durch dialysierten Hirnextrakt. . 





Gerinnungszeit von adsorbiertem Mg 8 O,- 
Zugesetzte Menge Plasma nach Aktivierungszeit in Std. 
Hirnextrakt in cem — ——— 
0 l 4 





1 14’ 14’ 

0,5 21’ 29! 

0,25 32" 1h 
0,1 2h 4h 


Angewandt wurden stets 1 cem Prothrombinlésung. Als Substrat 
diente adsorbiertes MgSO ,-Plasma. Gegeniiber adsorbiertem Oxalat- 
plasma und Fibrinigenlésung nach Bordet erzielter. wir ihnliche Ergeb- 
nisse. Der Thrombokinasegehalt der Organextrakte hatte nur unwesent- 
lich abgenommen, wie ein Vergleich mit Tabelle Va zeigt. 
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Tabelle Via. Thrombokinasegehalt von Hirn- und Lungen- 
extrakten, die 48 Stunden dialysiert wurden. 





Angewandt Gerinnungszeit bei Anwendung von 


ecm Hirnextrakt Lungenextrakt 


1 2’ 00" 3’ 10” 
2’ 15" 4' 05" 
2’ 30” 5’ 00" 
2’ 55" 6° 10” 


0,5 
0,25 
0,1 


Wir haben nun sowohl die Prothrombin- wie die Thrombokinase- 
lésung zur volligen Entkalkung 24 Stunden mit 5°,iger Ammonoxalat- 
losung stehengelassen! und dann den Oxalatiiberschu8 durch Dialyse 
(48 Stunden) entfernt. 

Das Prothrombin halt diese Behandlung nicht aus. Es wird véllig 
zerstort. Die Thrombokinase wird dagegen nur unwesentlich geschwacht, 
wie ein Vergleich mit Tabellen Vla und Va beweist. 


Tabelle VIIa. Thrombokinasegehalt von Lungen- und Hirn- 
ro 


extrakten, die zuerst 24 Stunden mit 5° iger Oxalatlésung 
behandelt und dann 48 Stunden dialysiert wurden. 





Angewandt Gerinnungszeit bei Anwendung von 


cem Hirnextrakt Lungenextrakt 


1 2° 10" 4' 10" 
0,5 2 a0” 4' 25"’ 
0,25 2' 40” 4' 40" 
0,1 2’ 40" 5’ 40” 


Die Untersuchung dieser praktisch kalkfreien Thrombokinaselésung 
auf ihre thrombinbildende Wirkung ist in Tabelle VII dargestellt. 


Tabelle VII. Thrombinbildung durch kalkfreie Thrombokinase. 





Zugesetate Menge Thrombokinase Ge rinnung ae itn ach ¢ ine r Akt ns ierungszeit von td. 
in cem 1 j 


Hirnextrakt m” h 


Lungenextrakt 
Angewandt wurde stets 1 ccm Prothrombinlésung. 
Als Substrat verwendeten wir adsorbiertes Oxalatplasma. Auch 


die Verwendung von adsorbiertem MgSQ,-Plasma oder Fibrinogen- 
? S 4 
lésung fithrten zum selben Resultat. 


1 Weitnauer u. Wohlisch, diese Zeitschr. 288, 137, 1936. 
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Im folgenden haben wir die im Hinblick auf die Fermentnatur 


der Thrombokinase interessante Frage gepriift, ob verschiedene Throm- 


bokinasemengen bei Anwendung der gleichen Prothrombinmenge, 
geniigend lange Aktivierungszeiten vorausgesetzt, zur gleichen End- 
Da®B in den von uns als stichhaltig angesehenen 
Prothrombinzerstérung nicht statt- 


Thrombingehalte nach 


aktivierung fiihren. 
24stiindigen Aktivierungszeiten 
findet, die 
24 Stunden Aktivierungszeit des Prothrombins mit groBen Thrombo- 


beweisen stets mitgemessenen 
kinasemengen. 

Anffallig ist tiberhaupt, daB der AktivierungsprozeB, wie wir es 
fast stets beobachtet haben, bereits nach 4 Stunden — wenn nicht 
friiher — beendet ist, was gegen eine Fermentnatur dieser Aktivierung 
spricht. 


Aktivierung des Prothrombins mit verschiedenen 
g 

Thrombokinasemengen unt ng alciumion. 

Tl bok ngen und Img Cal 1 1 
1:10 als Thrombokinase. 


Tabelle Villa. Hirnextrakt 





Zugesetzte Gerinnungszeit in Min. nach Aktivierungszeit in Std. 
Thrombokinase- a a KEES: : ae ; 
menge in cmm 0 toh 


2h th 24h 
36” 0’ 50” 1’ 00" 
26" 0’ 31" O' 42’ 
0’ 30" 0’ 55’ 
0' 46” 1’ 24’ 
0' 45” 0' 55” 
1’ 40” 1S" 


0' 34" 

0' 30” 2% 0’ 
0’ 38” 28" 0’ 28” 
1’ 00" ‘ 0’ 48" 
2'16" y’ 1 20" 
7°00" Fl. 20” 2’ 30" 


200 
50 
12,5 
3,18 
0,78 
0,195 


0’ 40” 

0’ 50” 

| gi | 

2’ 46” 

7 40” FI. 
12’ 00" Fl. 


Tabelle VIIIb. Hodenextrakt 1:10 als Thrombokinase. 





Zugesetzte nach Aktivierungszeit in Std. 
Thrombokinase- 


mehge in cmm lj,h lh 


Gerinnungszeit in Min. 


2h th 24h 

0’ 5?” 0’ 58” 
0’ 45" 0’ 45” 
0’ 25" 0’ 30" 
0' 26" 0’ 37 

0’ 50” 0’ 5D’ 
1’ 00" 1’ 06" 


0’ 50” 
OST 
0’ 25" 
0’ 24” 
0’ 45" 
1’ 00" 


1’ 00” 0’ 0' 40" 
0' 45" 0’ 0’ 25” 
1'05" 0' 25" 0' 27" 
1’ 50” 0’ 2 0’ 23" 
8' 16" Fiji 1°03" 0’ 55" 
2°08" Fi.) 8’ 00" Fi.; 1° 46’ 


200 
50 
12,5 
3,12 
0,78 
0,195 


Lungenextrakt 1:10 als Thrombokinase. 


Tabelle Ville. 





Zugesetzte 
Thrombokinase - - 
menge in emm I/oh Ih 


Gerinnungszeit in Min. nach Aktivierungszeit in Std. 


2h 4h 24h 


2’ 08" 2 fa" e.45" 3’ 48” 
0' 55" 0’ 45” 0’ 45” 
i* oe" 0’ 35” 0’ 30” 
1’ 30" 0’ 30” 0' 30” 
0' 58” 0' 39" 0’ 38’ 


2’ 45" 
0’ 52” 1" 23” 
0' 33” 0' 40" 
0’ 32” 0' 36” 
0’ 39” 0' 48" 


200 
50 
12,5 
8.19 








0,78 
0,195 
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Tabelle VIII d. 
Lungenextrakt 1:10 (1 Minute 100°) als Thrombokinase, 





Zugesetzte Gerinnungszeit in Min. nach Aktivierungszeit in Std 
Thrombokinase- 
menge in cmm 0 Yoh Lh Zh th 24h 
200 0’ 33’’ 0’ 47” 0’ 42” 0' 36” 0' 40" 0’ 45" 
50 1’ 00" 0' 58’ 0’ 46" 0’ 28” 0’ 36" 0’ 42 
12,5 1’ 46” Cie Q’ 42” Q’ 32” 0’ 29” 0’ 36” 
3,12 ga” bao" 0' 48” 0 29” 0' 31’ 0’ 38” 
0,78 4' 30” FI. | 3’ 28" Fl. | 2’ 50” Fl. | 2’ 56” Fl. | 3’ 17” FI. | 3’ 30” FI. 


Die Tabellen VIIL zeigen, daB alle Organextrakte in der gleichen 
Prothrombinlésung die gleiche maximale Aktivitaét bewirken kénnen. 

Als Substrat diente uns adsorbiertes Oxalatplasma. Angewandt 
wurden 0,1 cem Prothrombinlésung. 

Die Tabellen VIIa bis VIIId zeigen auBberdem, daB bei gleicher 
Prothrombinmenge kleinere Thrombokinasemengen in sehr langen 
Zeiten betrachtliche Prothrombinmengen aktivieren kénnen. 


Tabelle IX. Prothrombin-Aktivierung durch Thrombin. 





Zugesetzte Menge Gerinnungszeit adsorb. My SO,-Pl. nach Aktivierungszeit in Std 
Thrombin Seegers 
in cem 0 1 2 4 24 
0,01 3’ 45” ye) ou 3 20° 5’ 50” 
0,005 4’ 05” 3°45" 4°00" 5’ 16" 8’ 00" 
0,001 20°00" 82°00" | 41°00" 44°00" th 
0,0005 11',h 18h 2h 21/,h 4h 
Thrombin-Standard, 1 mg 3’ 40” 3° 10’ 210’ 3’ 40" 7 10” 
” ” Ne 49 4’ 50" 4’ 10" 4’ 20’’ 4°40" 1h 


In Tabelle LX wurde adsorbiertes MgSO4-Plasma als Substrat 
verwendet. Bei Oxalatplasma und bei Fibrinogenlésung nach Bordet 
erhielten wir ahnliche Ergebnisse. 

Tabelle X beweist, daB die in Tabelle LX gemessenen Aktivierungs- 
werte nicht der Gerinnungskraft des zugesetzten Thrombins entspringen 
kénnen. Wir machen 
auf das stets von uns Tabelle X. Einwirkung von Thrombin 
Seegers und Standard-Thrombin aut 


begbachtete Absinken 
a adsorbiertes MgSO,-Plasma. 


der Aktivitat schon nach 





1 Stunde Aktivierungs- Angewandte ecm Thrombin Gerinnungszeit gegen 

: < Seegers adsorb. MgS O,4-Plasma 
zeit aufmerksam. 

Wir haben nun einige 0,01 14’ 

: ETERS ee 0,005 30’ 
proteolytische Fermente 0.001 a 
auf ihre prothrombin- 0,0005 : 
aktivierende Wirkung . - s 
: Standard-Thrombin 1 mg 1’ 45 
untersucht. By i a 10° 20’ 
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Die Untersuchung der aktivierenden Wirkung von Pepsin ist nicht 
moéglich, da bei py 2,0 das Prothrombin zerstért wird, wie unsere Unter. 
suchungen ergeben haben. 

Wie wir in einer fritheren Arbeit! beschrieben haben, 1é8t sich das 

*apain in eine proteolytische (eigentliches Papain) und eine thrombische 
Komponente (Phytothrombin) zerlegen. 

Um bei den entsprechend der geringen proteolytischen Aktivitat 
der Praparate groBen notwendigen Enzymmengen Fehler durch Calcium 
zu vermeiden, haben wir nur mit Praparaten, die nach Weitenauer und 
Wohlisch (1.c.) entkalkt waren, gearbeitet. In entkalktem Zustand 
wandelt weder Mercksches noch eigentliches Papain noch Phyto- 
thrombin Prothrombin in Thrombin um, ein Befund, der mit Eagles 
(l.c.) Feststellungen tibereinstimmt. 

Die prothrombinaktivierende Wirkung des Trypsins wurde an 
amorphem und an kristallisiertem Trypsin, dessen Starke frither an- 
gegeben wurde, untersucht. 


Tabelle XI. Prothrombinaktivierende Wirkung des Trypsins. 





Gerinnungszeit gegen Mg SO,-Plasma adsorbiert, nach 
Zugesetzte Fermente Aktivierung in Std. 





mg | lg 1 2 | 24 


mg Trypsin 400"; — | | 

” ” 2’ 00" 6’ 10" |30'00" 24h 24h | 
0,1 ,, ” 10’ 45’ 6’ 00" | 3’ 15"! 2’ 35" | 2’ 30" | 2’ 35” | 8’ 30” 
0,04,, 7 kristallisiert | 8’ 40’! 5°00" | 3’ 05’ 2’ 20’ | 2’ 20” | 2’ 25” | 9’ 30" 
0,02,, Calcium 24h 24h) 24h) 24h 


Auf eine Entfernung des Kalkes konnte verzichtet werden, weil die 
angewandten optimalen Fermentmengen nur Kalkmengen enthalten, 
die fiir den Aktivierungseffekt nicht verantwortlich sein k6énnen. 
Tabelle XI zeigt deutlich, wie aktivierende Wirkung und Prothrombin- 
und Fibrinogenzerstérung nebeneinander herlaufen. 


Wir wandten uns dann der Untersuchung der thrombinbildenden 
Wirkung der Schlangengifte und des Bienengiftes zu. 

Als Substrat wurde Fibrinogen Bordet verwendet. Alle Schlangen- 
gifte kamen in einer Menge von 0,25 mg zur Anwendung. Bei allen 
untersuchten tierischen Giften wurde festgestellt, daB Calciumzugabe 
den Aktivierungsvorgang in verschiedene Grade beschleunigt und dal 
aber die Zugabe von 5mg Oxalat oder Citrat zur Aktivierungs- 
mischung den AktivierungsprozeB nicht hemmt. 


1 H, Dyckerhoff u. D. Gigante, diese Zeitschr. 804, 334, 1940. 
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Tabelle XII. Prothrombinaktivierende Wirkung des Bienen- 
giftes und einiger Schlangengifte. 





Gerinnungszeit gegen Fibrinogen Bordet nach 
Aktivierungszeit in Std. 


0 Vp 1 2 4 


Zugesetzte Substanz eildalasbcdmatilitaddadinibbaniiaadianas san! 


1mg Calcium 50'00" | 43/,' | 2’50"| 2’10’) 2°10”) 2°10” 
leem Hirnextrakt + 1 mg 

Calcium 14°00” |} 1°30"; 0’ 28"; 0°20’; 0’ 20” 
3mg Bienengift .. 50’ 00" | 40’ 00" | 2200", 7°00" 3°50" 3° 45" 
Gift der Vipera ammodytes 16'00"  2’00") 0'45" 0°30" 0'28" 0’ 25” 

ae es berus .... 30°00" 4'00”) 0°56" 0°42”) 0°40" 0° 40" 
Naia naia 24h 24h 16h 12h 5h = 12’00" 
Bitis gabonica 75' 00" co 6|) «(oo fore) co co 
Sistrurus catenatus 2°35") 1°20") O° 22") O21") Or ae" | O20" 
Viprasid 14°00’; 2'10’| 0'50’'| 0°28") 0°24” 0’ 24" 
Epileptasid 24h _ — 24h 18h 21), h 
Hamostypt 30°00” | 14°00" | 2’ 36") 2°15"; 2°16") 2°14” 
Capillodeng 24h 24h 16h 12h 8h | 15°00” 


Es schien uns nun von Interesse, ob kleine Mengen proteolytisch 
wirksamer Schlangengifte stets das gesamte Prothrombin umzuwandeln 


vermogen. 


Tabelle XIII. Aktivierung des Prothrombins mit verschiedenen 
Mengen Viprasid., 





Gerinnungszeit gegen adsorbiertes Oxalat-Plasma 
Zugesetzte Menge a4 rage 
Viprasid inmg | nach Aktivie rungsz it in Std. 
Img Ca” 


0 Ig 1 
0,2 22’00" 4' 00" 0’ 24" 0’ 24” 23’ 0’ 32 

0,1 12' 00" 2’ 00” 0’ 24” 0’ 24” ’ 26" 0' 36" 
0,05 4'00" 0’ 58” 0’ 40" D' 26" 0' 32” 
0,025 _ Qh,’ 1)),’ ¢ 0’ 42’ 


» 


Tabelle XIII zeigt, daB auch sehr kleine Schlangengiftmengen 
starke Aktivierungseffekte hervorrufen kénnen. 

Mit ausgewahlten Aktivierungszeiten priiften wir die Aktivierungs- 
mischung einiger Gifte auch mit Fibrinogen Hudemann als Gerinnungs- 
substrat. Beim Kochen verlorenalle Gifte ihre prothrombinumwande!nde 
Fahigkeit vollstindig. Nur das Gift der Sistrurus catenatus behielt 
auch seine prothrombinumwandelnde Kraft véllig bei. 


Zusammenfassung. 


Die Angaben Fagles, daB Prothrombin sich in Abwesenheit von 
Calcium durch Trypsin und ein'ge proteolytisch wirksame Sch'angen- 
gifte aktivieren 1aBt, konnten bestitigt werden. 

In allen untersuchten wirksamen Organextrakten konnte keine 
Proteinase nachgewiesen werden. 
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Es zeigten auch solche tierischen Gifte Aktivierungswirkung, die 
frei von proteolytischer Wirksamkeit waren. 

Es gibt also eine Reihe proteolytisch wirksamer und eine Reihe 
proteolytisch unwirksamer ‘Thrombokinasen. 

FaBt man das Prothrombin aihnlich dem Trypsinogen — als 
Thrombin-Inhibitor-Verbindung auf, so kann man sich die Prothrombin- 
aktivierung folgendermaBen vorstellen : 


1. Der Inhibitor wird adsorptiv vom Thrombin entfernt. 

2. Der Inhibitor, der als Protein oder proteinahnliche Substanz 
aufzufassen ist, wird proteolytisch abgebaut. 

Uber die Bindungsart des Inhibitors an das Thrombin kénnen 
bisher keine Aussagen gemacht werden. 

Wir haben gefunden, daB der Zusatz von Calciumionen die Akti- 
vierungsfihigkeit des Trypsins und der tierischen Gifte steigert. 

Wir werden demniichst genauer tiber die quantitativen Verhaltnisse 
berichten. Hier sei nur ausdriicklich darauf hingewiesen, daB Calcium. 
ion auch die Aktivierung des Prothrombins durch Proteasen erheblich 
beschleunigt, obwohl die proteolytische Wirkung dieser Fermente durch 
Calciumion nicht beeinfluBt wird. 


a a aN a a eh pen 





